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Resumen 
Introducción. Los alimentos y agua son una fuente de infección de parásitos 
intestinales que pueden provocar diferentes enfermedades y síntomas. Entre 
estos parásitos podemos encontrar al Toxoplasma gondii ubicado en el 
cuarto puesto entre los 24 parásitos más peligrosos para los humanos 
transmitidos por fuentes de alimento. Por lo cual, el objetivo del estudio fue 
Establecer la frecuencia de presencia de ADN de T. gondii en muestras de 
alimentos, agua y superficies vivas e inertes en restaurantes  escolares en la 
ciudad de Armenia, Colombia. 
Materiales y métodos. Diez restaurantes fueron seleccionados al azar y 
visitados para diligenciar encuestas y tomar muestras de alimentos 
(vegetales y carne), agua (agua de grifo, agua hervida para jugo), jugo y 
superficies vivas e inertes para un total de 213 muestras. Se les realizó 
extracción de ADN y la presencia de T. gondii fue evaluada por PCR y PCR 
en tiempo real. Un Ji cuadrado fue utilizado para determinar si hay 
correlación entre las variables. 
Resultados. Entre los 10 restaurantes escolares, el 60% (6/10) presentaron  
ADN de T. gondii. Así, se obtuvo un 6,1% (13/213) muestras positivas para la 
secuencia B1 de T. gondii. Entre estas, el 15,3% (2/13) resultaron de agua 
hervida y 15,3% (2/13) de grifo; 7,6% (1/13) de jugo de guayaba; 7,6% (1/13) 
de carne cruda de res; 7,6% (1/13) en pepino; 23,07% (3/13) en superficies 
vivas o palma de manos de los manipuladores de alimentos y 23,07% (3/13) 
en superficies inertes. Se encontró una correlación estadísticamente 
significativa con el “tipo de suelo de la cocina” (P=0,01) y “experiencia laboral 
de manipuladores” (P=0,0001). 
Conclusión. Este es el primer estudio en detectar ADN en superficies vivas 
e inertes y jugo en restaurantes escolares. Los usuarios podrían encontrarse 
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en riesgo de infección debido a la contaminación y posibles rutas de 
contaminación entre las matrices evaluadas. 
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1. Introducción 
 
Los alimentos son una fuente de infección de parásitos intestinales que 
pueden provocar diferentes enfermedades y síntomas. Entre estos parásitos 
podemos encontrar al Toxoplasma gondii, clasificado entre los apicomplejos 
del grupo Alveolata del súper grupo SAR: “Sarcocystis, Alveolata y Rizharia” 
(1), un parásito con distribución mundial y muy exitoso, puesto que puede 
infectar a todos los animales de sangre caliente tales como aves y mamíferos 
hasta ahora conocidos, e incluso, se han encontrado siendo transportados 
por animales invertebrados (Figura 1) (2). La organización mundial de la 
salud (OMS) y la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación 
y la Agricultura (FAO) ubicaron al parásito Toxoplasma gondii en el cuarto 
puesto entre los 24 parásitos más peligrosos para los humanos transmitidos 
por fuentes de alimento (3,4) debido a su amplia forma de transmisión, 
resistencia, impacto en la salud de la población humana e impacto socio-
económico.  
La prevalencia global de toxoplasmosis se encuentra estimada en 30% de la 
población mundial. Sin embargo, la distribución de la exposición al parásito 
varía de 0 a 100% (5). La población más vulnerable para generar infecciones 
graves por de T. gondii son personas con SIDA (síndrome de la 
inmunodeficiencia humana), otros individuos inmunocomprometidos y 
neonatos ya que causa aborto o malformación congénita (6). Además, 
podemos encontrar que la población infantil puede resultar afectada por este 
parásito debido a la inmadurez inmunológica, mala nutrición y malos hábitos 
de higiene (7). Encontrando, seroprevalencias en niños escolares alrededor 
del mundo, entre el 10% al 61,3% (8–15), quienes se pueden infectar por el 
agua, alimentos, carne mal cocida, exposición a suelo contaminado (16), por 
contacto con gatos (5) y sus malos hábitos higiénicos y de juego con agua o 
en el agua, y el suelo (8). 
15 
 
En Colombia, se han realizado estudios en alimentos cárnicos crudos donde 
se han encontrado un 32,4% (17) y un 52,7% de muestras positivas para 
ADN de T. gondii (18). Mientras que, en muestras de agua se identificó 
58,7% (19). Sin embargo, en Colombia, no se han realizado estudios que 
intenten encontrar la presencia de este parásito en alimentos vegetales.  
 
Figura 1. Rutas de transmisión de ooquistes de Toxoplasma gondii en 
diferentes hospederos. Transporte de ooquistes de T. gondii  a través de 
corrientes de agua (fleche azul) en el ambiente y por medio de felinos 
domésticos y salvajes (fleche roja). Las flechas grises indicando posibles 
rutas de transmisión. Modificado de Vanwormer et al., 2013 (2). 
 
  
Felinos domésticos y 
salvajes 
Nutrias y otros 
mamíferos marinos 
Bivalvos y otros 
invertebrados 
Ganado 
Especies presas  
Predadores y carroñeros 
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2. Objetivos 
 
Objetivo general. 
Establecer el porcentaje de muestras de alimentos, agua y superficies vivas e 
inertes con presencia de ADN de Toxoplasma gondii y la asociación con 
datos epidemiológicos en restaurantes  escolares en la ciudad de Armenia, 
Colombia. 
Objetivos específicos 
 Identificar el porcentaje de muestras positivas para ADN de 
Toxoplasma gondii presente en alimentos, agua y superficies vivas e 
inertes en restaurantes escolares de la ciudad de Armenia. 
 Correlacionar la frecuencia de ADN de Toxoplasma gondii en 
alimentos, agua y superficies vivas e inertes con los datos 
epidemiológicos obtenidos.    
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3. Antecedentes 
 
Wolf, Cown y Page, en 1939, describieron la infección congénita por T. gondii 
en niños, y luego encontraron que esto ocurría en otras especies de 
animales (20). Weinman y Chandler, 1954, sugirieron que la transmisión 
podría ocurrir a través de la ingestión de carne medio cocida, luego, Jacob y 
colaboradores, 1960, dieron evidencia para soportar esta idea demostrando 
la resistencia de ooquístes de T. gondii a enzimas proteolíticas (20). 
En 1970, Dubey y colaboradores, hacen una descripción de ooquístes 
expulsados por felinos, en su morfología y en su infectividad, encontrando 
que este juega el papel principal en la epidemiología de la toxoplasmosis. 
Además, en 1976, Dubey y Frenkel realizaron el primer estudio a fondo del 
desarrollo del tejido quístico y bradizoitos, y describieron su ontogenia y 
morfología, además, encontraron que los gatos excretan ooquistes con un 
corto periodo de tiempo (de 3 a 10 días) después de la ingestión de tejido 
quístico o bradizoitos, mientras que si ingerían taquizoitos y ooquistes, el 
periodo era más largo (≥18 días) (20). 
La toxoplasmosis animal fue descrita por primera vez en Colombia en 1944 
(21) seis años antes de que Roca y Esguerra diagnosticaran el primer caso 
en humano, mientras que Lleras y Anderson en 1944, identificaron T. gondii 
en un perro y un marsupial (22). Luego, en el año de 1982 se realizó un 
estudio nacional de salud pública, encontrando que la prevalencia de este 
parásito en la población colombiana era de 47% en 9139 individuos 
evaluados, en donde 1980 de estos pertenecían a la población infantil, 
encontrando una prevalencia de 32% sin existir una diferencia amplia entre 
género (22) (Tabla 1). 
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Tabla 1. Prevalencia de Toxoplasma gondii en la población colombiana, en 
donde se evaluaron 9139 individuos, de los cuales, 1890 pertenecían a la 
población infantil.  
Población Prevalencia Tamaño muestral 
En total hombres y mujeres  47,1%   
9139 Hombres 47,9% 
Mujeres 46,3% 
Población infantil (0-9 años) 32%  
1890 Niños 32,6% 
Niñas 31,9% 
Tomado de Cañón-Franco et al., 2014 (22) 
La OMS y la FAO ubicaron al parásito Toxoplasma gondii en el cuarto puesto 
entre los 24 parásitos más peligrosos para los humanos transmitidos por 
fuentes de alimento basados en 1) el número de enfermedades transmitidas 
por alimentos, 2) distribución global de fuentes de alimento infectadas, 3) 
severidad de la morbilidad, 4) casos de fatalidad, 5) potencial de aumento en 
la tasa de enfermedad, 6) importancia de la vía parásito/alimento para el 
comercio y 7) impacto socio-económico (3,4). 
En los alimentos cárnicos, Toxoplasma gondii ha sido encontrado en carne 
de oveja, en la cual se ha llegado a encontrar una seroprevalencia de hasta 
92% en ciertos países Europeos; en la carne de cerdo se ha encontrado una 
seroprevalencia entre 6,8% y 0,38% dependiendo de la región geográfica, 
cultura y sistemas de producción;  en la carne de cabra se ha encontrado 
una seroprevalencia alta que se acerca al 77%; en carne de res puede llegar 
al 92%; en carne de aves de corral puede encontrarse entre el 65% y 81%; 
en carne de caballo, en ciertas regiones del mundo, supera el 90%; mientras 
que la carne de animales de caza, estudios serológicos han indicado entre 
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13% y 39,2% en corzo, entre 8% y 38% en jabalíes y un 22% en canguros 
(Figura 2) (23). 
 
Figura 2. Reporte de seroprevalencia de T. gondii para diferentes 
especies de animales y porcentaje de excreción de ooquistes a partir de 
félidos. Los porcentajes indican la seroprevalencia observada por especies 
animales y el porcentaje de gatos derramamiento de ooquistes activamente. 
Las flechas representan la ruta de transmisión. Modificado de Kijlstra et al., 
2008 (23). 
En la actualidad, en Colombia se han realizado tres estudios que evalúan la 
presencia de ADN de Toxoplasma gondii en carne de cerdo, de res y de pollo 
mediante la técnica de amplificación de la secuencia B1 de Toxoplasma 
gondii, entre los cuales encontramos dos realizados en el eje cafetero y uno 
realizado en la ciudad de Sincelejo. Así, en el año 2007 en el eje cafetero se 
evaluaron 180 muestras de carne, encontrando que el 52,7% eran positivas 
(18). Más tarde, en el 2014, en la ciudad de Sincelejo se evaluaron 120 
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muestras de las cuales el 32% fueron positivas (24). El más reciente estudio, 
desarrollado en el 2015, se evaluaron 180 muestras encontrando un 43% 
positivas (25). 
Además de evaluar la presencia de ADN de Toxoplasma gondii en muestras 
de carne de consumo humano, también se ha evaluado en muestras de 
agua. Triviño-Valencia y colaboradores en el 2015 (19) encontraron en 46 
muestras de agua cruda, de planta de tratamiento y en la red de distribución, 
cada una de 10 litros, un 58,6%  (27/46) de muestras positivas por 
amplificación por PCR anidada de la secuencia B1 de Toxoplasma gondii. Un 
año más tarde, se indicó un método eficiente de detección de protozoos en 
agua con formalina éter, mostrando un porcentaje de recuperación entre el 
75,5% a 90% de ooquistes de Toxoplasma gondii con un límite de detección 
de 2,8 y un límite de cuantificación de 9,4 (26). 
Hasta la fecha, pocos estudios se han realizado concernientes a la 
contaminación de frutas frescas y vegetales con Toxoplasma gondii. La 
primera detección de este parásito en este tipo de muestras se realizó en el 
2012, en donde evaluaron 216 frutas y vegetales encontrando 9,7% positivas 
luego de la amplificación de la secuencia B1 de Toxoplasma gondii por RTq 
PCR y una carga de hasta 20 ooquistes en una de las muestras (27) (Tabla 
2). En 2016, surgieron 4 trabajos relacionados con la detección de 
Toxoplasma gondii y otros parásitos como Cyclospora cayetanensis, 
Criptosporidium spp. y Giardia en matrices de vegetales y frutas mediante la 
técnica de recuperación con glicina 1M a un pH de 5,5 y homogenización 
(28) y la amplificación de secuencias por RTq PCR para SporoSag (ARNm), 
qPCR para B1 y RE (ADN) y LAMP para B1 (ADN) de Toxoplasma gondii; 
encontrando límites de detección entre 1 y 10 ooquistes (29–35) (Tabla 2). 
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Tabla 2. Estudios de Toxoplasma gondii realizados para la obtención y 
detección de ooquistes a partir de matrices de alimento vegetal entre el año 
2012 al 2016. 
Referencia 
Método de 
obtención de 
ooquistes 
Método 
de 
detección 
Muestra 
Positivas/Total 
muestras (%) 
Límite de 
detección 
Lass et al., 
2012 (27) 
Floculación con 
solución CaCO3 
y Centrifugación 
qPCR B1 
Lechuga 9/50 (18%) 
100 Ooquistes Zanahoria 9/46 (19,5%) 
Rábanos 3/60 (5%) 
Fresas 0/60 (0%) 
10000 
Ooquistes 
Marchioro 
et al., 2016 
(32) 
Solución Tween 
80 al 1%, 
agitada 
manualmente, 
filtrado por 
membrana de 
celulosa y 
centrifugación 
PCR B1 y 
529 pb 
Lechuga 
lisa 
1/62 (0,6%) 
10 y ≥100 
Ooquistes/µL 
Lechuga 
iceberg 
4/106 (3,7%) 
Achioria 2/40 (5%) 
Perejil 1/5 (20%) 
Rúcula 1/7 (14,3%) 
Zangari de 
Souza et 
al., 2016 
(36) 
Solución Tween 
80 al 1%, 
agitación 
manual por 1 
minuto, filtrado 
por membrana 
de celulosa y 
centrifugación. 
PCR B1 y 
529 pb 
Fresas 
 
1000 ooquistes 
Lechuga 
Hohweyer 
et al., 
2016(29) 
Agitación 
(Shaker) y 
Glicina 1M pH 
5.5 e IMS 
RTq PCR 
SporoSAG 
(mRNA) 
Albahaca 35% 1 Ooquiste/g 
Frambuesas 2,50% 1 Ooquiste/g 
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Travaillé et 
al., 2016 
(30) 
Homogenizador, 
Glicina 1M pH 
5.5 y 
Centrifugación 
RTq PCR 
SporoSAG 
(mRNA) 
Albahaca 
 
3 Ooquistes/g 
Lalonde et 
al., 2016 
(31) 
Homogenizador, 
Glicina 1M pH 
5,5; Glicina 1 M 
pH 3,5;  Wash 
Buffer y 
Centrifugación 
qPCR  
para 
Eimeria 
papillata 
Mora 
 
3 Ooquistes/g 
Arándano 
 
3 Ooquistes/g 
Arándanos 
agríos  
3 Ooquistes/g 
Frambuesas 
 
3 Ooquistes/g 
Fresas 
 
3 Ooquistes/g 
Hierbas de 
hoja verde  
5-9 Ooquistes/g 
Tomillo 
 
5-9 Ooquistes/g 
Cebolla 
verde  
5-9 Ooquistes/g 
Lalonde et 
al., 2016 
(34) 
Homogenizador, 
Glicina 1M pH 
5.5 y 
Centrifugación 
(Flotación de 
Sucrosa) 
qPCR 
para 
región 
universal 
de 
coccidios 
18S rDNA 
Espinaca 3/1171 (0,26%) 
 
Lechuga 0 
Lechuga de 
hoja romana 
0 
Col rizada 0 
Rúcula 0 
Acelga 0 
Diente de 
león 
0 
Brócoli 0 
Mezcla 0 
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4. Materiales y métodos 
 
4.1. Lugar de estudio y toma de muestras 
Se seleccionaron al azar 10 restaurantes escolares de instituciones 
educativas públicas de 46 existentes, según base datos de la secretaría de 
educación de Armenia, siendo 1 restaurante por comuna (división territorial 
de la cabecera municipal o zona urbana de la ciudad) de 10 que tiene la 
ciudad. Se tomó un número de identificación para cada comuna y se solicitó 
la participación de las/los manipuladores de los alimentos. Posteriormente, 
dentro de cada restaurante se realizó la selección de los sujetos de estudio 
con muestreo aleatorio simple con reemplazo en días elegidos al azar entre 
la semana activa o de funcionamiento de los restaurantes. Adicionalmente, 
se llenaron encuestas relacionadas con los procedimientos llevados a cabo 
en los restaurantes para la preparación y almacenamiento de los alimentos, 
instalaciones físicas y condiciones de saneamiento (anexo 1).  
Con el consentimiento informado institucional firmado por las autoridades de 
cada institución educativa (Anexo 2), se recolectaron 213 muestras en total 
de la siguiente manera: nueve muestras de 50 gramos de carne de pollo, 
doce de 50 gramos de carne de res, nueve de huevo, treinta de 200 mL de 
agua para preparar jugo, diez de 4L de agua de grifo, treinta de 200 mL de 
jugo, tres de 200 gramos de lechuga, tres de 200 gramos de repollo, nueve 
de 200 gramos de zanahoria, nueve de 200 gramos de pepino, seis de 200 
gramos de tomate, treinta y uno de superficies vivas (palma de mano de 
operarias) en 5 mL de solución salina al 0,9% y cincuenta y dos de 
superficies inertes (cuchillo, cuchilla de licuadora y tablas de picar) en 5 mL 
de solución salina al 0,9% (Tabla 3). El número de muestras de superficies 
vivas e inertes varió dependiendo del número de manipuladores que 
estuvieran en los restaurantes escolares y los utensilios que fueran usados 
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durante la preparación de los alimentos. Las muestras fueron trasportadas en 
diferentes recipientes y en nevera portátil en condiciones de refrigeración, 
dada por pilas de hielo, hasta el laboratorio del Centro de Investigaciones 
Biomédicas de la Universidad del Quindío. El procesamiento se realizó el 
mismo día de la toma de muestras (37). Todas las muestras fueron tomadas 
por triplicado.  
Tabla 3. Muestras de alimentos y superficies vivas e inertes recolectadas en 
10 restaurantes escolares de 10 comunas en la ciudad de Armenia. 
Muestra 
Cantidad 
x3 Restaurantes 
Total muestras 
tomadas y 
procesadas 
Total cantidad 
procesada 
Carne de res 50 g 4 12 450 g 
Carne de pollo 50 g 3 9 450 g 
Huevo 1 UND 3 9 9 UND 
Agua (Preparación de 
Jugos) 200 mL 10 30 30000 mL 
Agua de grifo 1000 mL 10 10 40000 mL 
Jugo 200 mL 10 30 30000 
Lechuga 200 g 1 3 600 g 
Repollo 200 g 1 3 600 g 
Pepino 100 g 3 9 300 g 
Zanahoria 100 g 3 9 300 g 
Tomate 100 g 2 6 600 g 
Superficies vivas 
(manos) 5 mL 10 31 155 mL 
Superficies inertes 
(cuchillo, tabla de picar, 
licuadora) 5 mL 10 52 260 mL 
Total               213 
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4.2. Procesamiento de muestras vegetales para la detección de 
ADN de Toxoplasma gondii. 
El método utilizado para el procesamiento de las muestras vegetales se llevó 
a cabo bajo el protocolo estandarizado en la línea de Giardiasis y parasitosis 
intestinales, la cual consistió en tomar 40 gramos de muestra vegetal 
(lechuga y zanahoria) y se agregaron 200 mL de solución extractante glicina 
1M con un pH 5,5. Luego, se homogenizó en un BagMixer 400W 
(Intersience-Francia) a una velocidad de 2 (6 golpes/segundo) por 30 
segundos en 5 repeticiones. Se tomó el sobrenadante, y por medio de 
centrifugaciones a 1600 gravedades por 5 minutos a 4°C, se concentraron 
las muestras. El botón de sedimentación resultante, de aproximadamente 7,5 
mL, fue utilizado para realizar la técnica de formalina/éter (55,56) en la cual 
se agregó un volumen, igual al obtenido en el botón de sedimentación, de 
solución de formalina al 10% y 3 mL de éter. Se centrifugo a 1000 g por 2 
minutos y se decantaron las tres capas de la superficie hasta dejar la capa 
inferior o sedimento (aproximadamente 1 mL). Para otras muestras vegetales 
(pepino, repollo y tomate) se tomaron 40 gramos y se agregaron 200 mL de 
solución extractante de solución de lavado (PBS 1X, 100 µL de Tween 80 y 
10 g de ácido sulfámico) con un pH de 3,5. Posteriormente,  se 
homogenizaron las muestras en un BagMixer 400W (Intersience-Francia) a 
una velocidad de 3 (8 golpes/segundo) por 30 segundos en 5 repeticiones. 
Se tomó el sobrenadante, y por medio de centrifugaciones a 1600 
gravedades por 5 minutos a 4°C, se concentraron las muestras. El botón de 
sedimentación resultante, de aproximadamente 7,5 mL, fue utilizado para 
realizar la técnica de Formalina/éter y obtener 1 mL de sedimento.  
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4.3. Procesamiento de muestras de agua para la detección de ADN  
de Toxoplasma gondii. 
El procesamiento de las muestras de agua se realizó bajo el protocolo 
propuesto y estandarizado por Lora y colaboradores en el 2016 (26). Este, 
consistió en concentrar las muestras de agua bajo consecutivas 
centrifugaciones a 1600 gravedades por minuto por 5 minutos a 4°C, se 
descartó el sobrenadante, y a los botones de sedimentación resultantes, de 
aproximadamente 7,5 mL, se les aplicó la técnica de Formalina/éter en la 
cual se agregó un volumen igual de solución de formalina al 10% y 3 mL de 
éter, se centrifugó a 1000 g por 2 minutos y se decantan las tres capas de la 
superficie hasta dejar la capa inferior o sedimento de aproximadamente 1mL. 
 
4.4. Procesamiento de muestras de jugo para la detección de ADN 
de T. gondii. 
En el procedimiento para obtener ooquístes de T. gondii  se dividió la 
muestra de jugo dos partes iguales (100 mL) y se trasladaron a bolsas con 
filtro de BagMixer. A cada volumen se le agregó 100 mL de solución de 
lavado a un pH de 7,5 (PBS 1X, 100 µL de Tween 80 y 10 g de ácido 
sulfámico). Posteriormente, se homogenizaron en el equipo BagMixer 400W 
(Intersience-Francia) con un “Gap” de 10, una velocidad de 2 (6 
golpes/segundo) por 40 segundos y 5 ciclos con 1 minuto de reposo en hielo. 
Luego, las soluciones fueron unidas y concentradas por centrifugación hasta 
obtener aproximadamente 5 mL. Finalmente, se le realizó el proceso de 
formalina/éter (explicada anteriormente).  
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4.5. Procesamiento de superficies vivas e inertes. 
Las muestras obtenidas de superficies vivas (palma de manos de 
operadores) e inertes (cuchillo, cuchillas de licuadoras, tablas de picar, 
rallador de vegetales) fueron procesadas con la técnica de formalina/éter. 
Así, a los 5 mL de solución salina con muestra se les agregó 5 mL de 
solución formalina al 10% y 3 mL de éter. Se centrifugó a 1000 g por 2 
minutos y se decantaron las tres capas de la superficie hasta dejar la capa 
inferior o sedimento (aproximadamente 1 mL). 
 
4.6. Extracción de ADN. 
Los protocolos para la extracción de ADN han sido estandarizados y 
reportados previamente en la línea de Giardiasis y parasitosis intestinales del 
grupo de estudio en parasitología molecular GEPAMOL (18,19,26). Así, se 
describen a continuación: 
Extracción de ADN utilizando el estuche de Wizard Genomics de Promega 
(USA).  
Este método de extracción de ADN se utilizó principalmente para la 
extracción de ADN a partir de ooquístes de T. gondii mediante lisis mecánica 
con perlas de silicato de zirconio y lisis química con DNAzol (Invitrogen) en 
muestras de agua de grifo, agua hervida, superficies vivas e inertes. Los 
botones de sedimentación obtenidos con el proceso de la técnica 
formalina/éter fueron lavados por 3 repeticiones en tubos Eppendorf de 2 ml 
con 300 µl de tampón fosfato salino 1X, se centrifugaron a 4500 g por 10 
minutos y vortex por 30 segundos. Se descartó el sobrenadante y se dejó 
aproximadamente 300 µl de muestra, a la cual se agregó 600 µl de DNAzol 
(Invitrogen), 10 µl de alcohol isoamílico (Fisher Scientific) y 0,3 g de perlas de 
zirconio con un diámetro de 0,5 mm (BiosPec). Las muestras fueron agitadas 
en 5 repeticiones en un Mini-BeadBeater (BioSpec) a máxima velocidad por 
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1 minuto y se intercalaron con 1 minuto en hielo. Luego, se trasladó el 
sobrenadante a otro tubo Eppendorf de 2 ml. Posteriormente se utilizó el 
estuche de extracción de Wizard Genomic Promega para la lisis nuclear y 
purificación de acuerdo con el protocolo del fabricante hasta agregar 80 μL 
de solución de rehidratación y refrigerar a 4 ºC durante toda la noche para 
almacenar luego a -80°C. 
Extracción de ADN utilizando el estuche de Qiagen (Alemania). 
Este método de extracción de ADN fue utilizado principalmente para la 
extracción de ADN a partir de ooquístes de T. gondii mediante lisis mecánica 
con perlas de silicato de zirconio y lisis química con proteinasa K y buffer AL 
del estuche Qiagen en muestras vegetales y de jugo. Los botones de 
sedimentación obtenidos con el proceso de la técnica de formalina/éter 
fueron lavados por 3 repeticiones en tubos Eppendorf de 2 ml con 300 µl de 
tampón fosfato salino 1X, se centrifugaron a 4500 g por 10 minutos y vortex 
por 30 segundos. Se descartó el sobrenadante y se dejó aproximadamente 
200 µl de muestra. Se agregaron aproximadamente 200 µL de Buffer AL, 20 
µL de proteinasa K y 0,3 g de perlas de zirconio con un diámetro de 0,5 mm 
(BiosPec). Se incubó por 10 minutos a 56°C. Luego, las muestras fueron 
agitadas en 5 repeticiones en un Mini-BeadBeater (BioSpec) a máxima 
velocidad por 1 minuto y se intercalaron con 1 minuto en hielo. Se agregó 
200 µL de etanol al 100%, se mezcló con Vortex y se realizó un spin. Luego, 
se siguió el protocolo propuesto por el estuche de Qiagen para la purificación 
hasta agregar 100 µL de buffer AE y conservar a -80°C. 
Extracción de ADN utilizando el estuche de Wizard Genomics de Promega 
(USA) en muestras de carne. 
Primero, se realizó un rompimiento mecánico con bisturí en una caja de 
cultivo a partir de 50 g del tejido hasta obtener 5 g en pequeñas porciones de 
cada muestra; luego, se realizó la lisis química y mecánica con 2 ml de 
solución tampón de lisis suministrado en el estuche (Wizard Genomics de 
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Promega) y 50 μl de proteinasa K y ejerciendo presión física en un mortero. 
Se maceró durante 10 minutos y, luego, se dejó reposar por 5 minutos. La 
muestra obtenida se mantuvo a temperatura ambiente por 30 minutos y, 
posteriormente, se incubó a 37 °C por 30 minutos. Se adicionaron 250 μL de 
PBS; se centrifugó a 1.000g por 10 minutos y se descartó el sobrenadante. 
Posteriormente se utilizó el estuche de extracción de Wizard Genomic 
Promega para la lisis nuclear y purificación de acuerdo al protocolo del 
fabricante hasta agregar 80 μL de solución de rehidratación y refrigerar a 4 
ºC durante toda la noche para almacenar luego a -80°C. 
 
4.7. Detección de ADN de Toxoplasma gondii por PCR en tiempo 
real  utilizando la secuencia repetitiva RE y B1 
Para la detección de ADN de Toxoplasma gondii por PCR en tiempo real 
(qPCR) en muestras de ADN extraídas de agua de grifo, muestras de agua 
hervida usada para preparación de jugos, vegetales, carne cruda, huevo y 
jugos (no siendo utilizada en muestras de ADN obtenidas de superficies 
vivas e inertes) se siguió el protocolo estandarizado por el grupo en estudio 
en parasitología molecular GEPAMOL (38). Para esto, se amplificó la región 
repetitiva RE (39) utilizando los siguientes cebadores: cebador sentido: 5´ 
GCC ACA GAA GGG ACA GAA GT 3´ 0,5 µL y el cebador reverso 5´ACC 
CTC GCC TTC ATC TAC AG 3´ 0,5 µL y la sonda 5´6-FAM TAC AGA CGC 
GAT GCC GCT CC MGB NFQ 3´ 0,25 µL, con el estuche Platinum 
Quantitative PCR SuperMix-UDG (11730-017) 12,5 µL, 5,75 µL de agua libre 
de nucleasas  y 5 µL de ADN plantilla (40). Como control se utilizó ADN de T. 
gondii cepa RH o cepa ME49 de una concentración máxima de 10.000 
parásitos por mililitro. 
La PCR en tiempo real se realizó en el termociclador PCR en tiempo real 
Applied Biosystems Step One Real Time PCR, con la siguiente programación 
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en el software StepOne Plus: 50°C por 2 minutos (enzima UDC para eliminar 
contaminantes), 95 °C por dos minutos y 40 ciclos de 95°C durante 15 
segundos y 60°C por 30 segundos. 
Por otro lado, se diseñaron un par de cebadores y sonda para una secuencia 
de aproximadamente 107 pares de bases del gen B1 (AF179871.1), usando 
la herramienta “GenScript Real-time PCR (TaqMan) Primer Design” existente 
en la página web www.genscript.com. Así, se obtuvo un cebador sentido 5’ 
TCCCGCTGGCAAATACAGGT 3’, un cebador reverso 5’ 
CGGCAGCGTCTCTTCCTCTT 3’ y una sonda 5’ 6-FAM 
TGCGGCAATGTGCCACCTCGCCT NFQ 3’. Las condiciones de qPCR 
fueron las mismas anteriormente descritas para la secuencia RE de T. gondii.  
 
4.8. Detección de ADN de Toxoplasma gondii por PCR 
convencional anidada para la secuencia B1 
Para la detección de ADN se aplicó como estrategia la amplificación de la 
secuencia B1, la cual es específica de T. gondii y se encuentra repetida (41) 
en el genoma del parásito,  a través de la técnica PCR anidada (73). Con 
esta técnica se buscó detectar el ADN de T. gondii en muestras de agua de 
grifo, muestras de agua hervida usada para preparación de jugos, vegetales, 
carne cruda, huevo,  jugos y superficies vivas e inertes. Así, como ha sido 
descrita previamente (19,41–43) para la primera amplificación se empleó los 
oligonucleótidos 694 a 714 (OligoN1) Toxo N1: 5' - GGA ACT GCA TCC GTT 
CAT GAG - 3' y 887 a 868 (Oligo C1) Toxo C1: 5' - TCT TTA AAG CGT TCG 
TGG TC - 3'. En la PCR anidada se utilizaron los oligonucleótidos 757 a 776 
(Oligo N2) Toxo N2: 5' - TGC ATA GGT TGC CAG TCA CTG - 3' y 853 a 831 
(Oligo C2) Toxo C2: 5' - GGC GAC CAA TCT GCG AAT ACA CC - 3'. Para 
cada muestra se realizó la mezcla de la siguiente manera: 12,5 µl de GoTaq 
Green Master Mix de Promega, 7,5 µl de agua libre de nucleasas, 1 µl  de 
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BSA a una concentración de 400 ng/ µl, 1,5 µl de cebador y 1 µl de muestra 
de ADN, para un volumen final de25 µl. Para la primera amplificación se 
realizaron 40 ciclos cada uno con temperatura de desnaturalización de 94º C 
por 1 minuto, temperatura de anillamiento de 53º C por 1 minuto y 
temperatura de extensión de 72º C por 1 minuto. Para la PCR anidada, 14 
ciclos cada uno con temperatura de desnaturalización de 94º C por 1 minuto, 
temperatura de anillamiento de 53º C por 30 segundos, y temperatura de 
extensión de 72º C por 30 segundos en un termociclador TECHNE. Así, el 
producto final esperado con el gen B1 fue de 97 pares de bases, teniendo en 
cuenta, que todas las muestras que resultaron positivas fueron sometidas a 
una nueva PCR por triplicado para confirmar resultados. Así, se consideraba 
verdadero positivo si al realizar nuevamente la PCR la muestra se 
encontraba produciendo amplificación. Finalmente, las muestras fueron 
secuenciadas bajo las condiciones de un termociclador BigDye® usando el 
servicio automático normal de Macrogen (Corea) en el secuenciador de ADN 
3730XL utilizando los mismos cebadores de amplificación. 
 
4.9. Visualización de los productos amplificados por electroforesis 
Los productos amplificados fueron observados en un gel de agarosa al 1,5% 
hecho con 1,5 gramos de la misma en 100 ml de solución tampón TBE 1X 
agregados en un recipiente que será calentado hasta su completa disolución. 
Luego de que entró en ebullición, se retiró el frasco del calentamiento y se 
dejó enfriar hasta una temperatura manipulable, no menor a los 37°C, y se 
agregaron 3 µl de Safe Viewer (Invitrogene). Se sirvió lentamente la solución 
en una bandeja de corrido por uno de los extremos con peines de 12 o 20 
pozos y se dejó polimerizar. Luego, se llenó el tanque de la cámara de 
electroforesis con Buffer TBE 1X hasta cubrir el gel. En el primer pozo se 
agregó 1 µl de marcador de peso (50 o 100 pares de bases) de Invitrogen 
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mezclado con 3 µl de buffer carga al 2X (Blue Juice Invitrogene). En el 
segundo pozo se agregaron 6 µl de un control positivo de ADN de T. gondii 
RH (obtenido a partir de células de T. gondii cultivadas en el laboratorio del 
Centro de Investigaciones Biomédicas por el grupo GEPAMOL), en el tercer 
pozo se agregaron 6 µl de un control negativo de la PCR, en el cuarto pozo 
se agregaron 6 µl de un control negativo de extracción de ADN y en el resto 
de pozos se agregaron 6 µl de las muestras del producto de PCR. Se 
conectaron los electrodos de la cámara electroforética (THERMO 
SCIENTIFIC) a la fuente de poder (BIORED POWER PAC BASIC), se 
graduó el voltaje a 100 Voltios y se dejó correr entre 30 y 40 minutos. 
4.10. Estandarización de técnicas. 
La estandarización de técnicas fue requerida ya que en nuestro grupo no se 
había trabajado con material vegetal para la detección de ADN de T. gondii 
mediante PCR convencional y PCR en tiempo real. Así, seleccionar los 
mejores procesos de detección de ADN de T. gondii luego de colectar y 
procesar las muestras de alimento, agua y superficies vivas e inertes. 
Estandarización de la curva de amplificación en qPCR para la secuencia RE 
y B1 de T. gondii. 
Se contaron aproximadamente 10.000 ooquistes, con la ayuda de un 
hemocitómetro en diez repeticiones, de T. gondii de la cepa ME49 (tipo 
clonal II)  donados por el Dr. Dubey (USDA, Belstville). Posteriormente, se 
llevó a cabo la extracción de ADN con el estuche de Qiagen y perlas de 
silicato de zirconio (Método especificado anteriormente) y se cuantificó el 
ADN obtenido con un espectrofotómetro EPOCH (Biotek-EE.UU). Se realizó 
una dilución 1:2 (aproximadamente ADN de 10.000 ooquistes) y luego 1:5 
consecutivamente por 6 repeticiones (ADN de 1000; 200; 40; 8; 1,6 y 0,32 
ooquistes aproximadamente). Luego, se realizaron las amplificaciones 
utilizando una qPCR en tiempo real en el equipo Applied Byosistems 
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seleccionando en el software StepOne Plus v2.3 la opción de diseñar un 
experimento. Después, en el software, se seleccionó que el tipo de 
experimento sería Cuantificación-Curva Estándar, para detectar la secuencia 
blanco se seleccionó TaqMan reagents, y una velocidad rápidad (40 
minutos). Luego, se caracterizaron los dos blancos: RE y B1; con reportero 
FAM, Quencher en NFQ-MGB (Non fluorescent quencher-minor Groove 
binder), posteriormente se asignó la ubicación de las muestras y los blancos 
por defecto, las condiciones de PCR en tiempo real y los volúmenes de cada 
reactivo para cada reacción para ambas secuencias fueron las mismas 
descritas en la sección precedente.  
Límite de detección y evaluación de inhibición de la PCR convencional para 
la secuencia B1 y PCR en tiempo real para la secuencia B1 y RE de T. gondii 
asociado a lechuga (Latuca sativa var. Iceberg) y repollo (Brassica olareacea  
var. Capitata). 
El límite de detección y la evaluación de inhibición de amplificación para cada 
uno de los blancos en PCR y PCR en tiempo real se realizó inoculando 1, 5, 
10 y 50 ooquistes de T. gondii de la cepa ME49 donados por el Dr. Dubey 
(USDA, Belstville) en 300 µL de solución salina al 0,9% y 200 µL de solución 
concentrada de lechuga y repollo (solución obtenida del proceso de muestras 
vegetales, descrito en el numeral 4.2) libre de ADN de T. gondii. 
Posteriormente, se realizó la extracción de ADN de cada tubo utilizando dos 
métodos estandarizados por la línea y utilizando el estuche de extracción de 
Qiagen (DNeasy Blood & Tissue Kits-Alemania) y el estuche de extracción de 
Wizard Genomics de Promega (USA) descritos en el numeral 4.6. 
Posteriormente, el ADN fue utilizado para ser amplificado en triplicado por 
PCR en tiempo real para la secuencia RE y B1 y en triplicado por PCR 
convencional para la secuencia B1 (procesos descritos anteriormente en 4.7 
y 4.8), en esta última, se agregó BSA en concentraciones de 200, 400 y 800 
ng/µl para mejorar el rendimiento de amplificación. Finalmente, se realizó una 
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electroforesis en gel de agarosa al 1,5% para visualizar los amplificados 
obtenidos en el caso de la PCR para la secuencia B1 (como se describió en 
el numeral 4.9).  
 
4.11. Evaluación de inhibición en la PCR en tiempo real a partir de 
muestras positivas por PCR anidada.  
Con el fin de evaluar si existía algún tipo de inhibición en la amplificación de 
muestras por PCR en tiempo real para la secuencia RE y B1, se llevó a cabo 
una PCR en tiempo real para ambas secuencias en donde el ADN plantilla 
provenía de 2,5 µL de ADN control (ME49) de aproximadamente 2 ooquístes 
por µL y 2,5 µL de ADN de muestra (previamente encontrada positiva por 
PCR convencional para la secuencia B1). Luego de obtener los resultados de 
amplificación en tiempo real, se montaron las muestras que resultaron 
negativas en gel de agarosa al 1,5%, en donde se mezclaba 4 µL del 
resultado de la amplificación con 3 µL de Buffer carga, y se hizo una 
electroforesis para visualizar si existía o no amplificación (ver 4.13).  
 
4.12. Análisis estadísticos 
Se realizó un análisis descriptivo del total de la muestra, las encuestas y 
condiciones de los restaurantes. Se estimó la prevalencia de ADN del 
parásito en cada alimento y restaurante con intervalos de confianza al 95% 
(IC: 95%). Luego, se realizó un análisis bivariado considerando como 
variable dependiente la presencia del ADN del parásito en los alimentos y 
como variables independientes las condiciones de los restaurantes 
evaluados y respuestas dadas en las encuestas estimando Ji cuadrado para 
determinar la significancia estadística con un nivel de confianza del 95%. Así 
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mismo, se aplicó la prueba de Coeficiente V de Cramer para comparar el 
grado de asociación.  
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5. Resultados 
 
5.1. Muestras amplificadas PCR en tiempo real para la secuencia 
B1 y RE y por PCR convencional para la secuencia B1 de T. 
gondii. 
Muestras amplificadas por PCR en tiempo real para la secuencia B1 y RE de 
T. gondii. 
No se encontraron muestras amplificadas por PCR en tiempo real para la 
secuencia RE y B1 de T. gondii de 130 muestras evaluadas (agua de grifo, 
muestras de agua hervida usada para preparación de jugos, vegetales, carne 
cruda, huevo y jugos). En cada reacción tanto el doble control positivo como 
el doble control negativo funcionaron correctamente.  
 
Muestras amplificadas por PCR convencional para la secuencia B1 de T. 
gondii. 
Luego de realizar la reacción de PCR para las 213 muestras obtenidas en los 
restaurantes escolares, y obtener correctos resultados para los controles 
positivos y negativos, se encontraron 13/213 (6,1%) amplificaciones positivas 
del total recolectadas. Luego, en promedio, se encontró 0,81 (IC 95% 
[0,160785 - 1,46421]) de muestras positivas por tipo de muestra. Obteniendo 
una 1/12 (8,3%) muestra positiva en carne de res proveniente del restaurante 
2, 1/9 (11,1%) muestra positiva en vegetal de pepino del restaurante 10, 2/10 
(20%) en muestras de agua de grifo del restaurante 3 y 4, 2/30 (6,7%)  en 
muestras de agua hervida usada para preparar jugo y 1/12 (8,3%) en 
muestras de jugo de guayaba en el restaurante 3, 3/52 (5,8%) muestras de 
superficies inertes en los restaurantes 3, 4 y 8 provenientes de rallador de 
vegetales, cuchillo para cortar vegetales y tabla de picar vegetales 
respectivamente; y, 3/31 (9,7%) muestras de superficies vivas de los 
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restaurantes 3, 9 y 10 (Tabla 4). Así, se encontraron muestras positivas en 6 
de los 10 restaurantes muestreados, encontrando en promedio 1,6 (IC 95%: 
[0,129 - 2,470]) de muestras positivas por restaurante. Así, el restaurante 3 
obtuvo el mayor número de muestras positivas al tener 5/13 (38,5%%) de 
estas, seguido por el restaurante 10 con 3/13 (23,1%). Mientras que, en los 
restaurantes 1, 5, 6 y 7 no se encontraron amplificaciones para la secuencia 
B1 de T. gondii (Tabla 5). El 5/13 (38,4%) de las muestras positivas se 
presentaron en matrices relacionadas directamente con el agua (agua del 
grifo, agua hervida para la preparación de jugo y el jugo de guayaba), 3/13 
(23,07%) se presentaron en superficies vivas, 3/13 (23,07%) en superficies 
inertes, 1/13 (7,6%) en carne de res Y 1/13 (7,6%) en muestra de vegetal de 
pepino (Tabla 6).  
Tabla 4. Frecuencia de ADN de T. gondii encontrado en muestras de 
alimentos (Carne, huevo, vegetales, agua y jugo) y en superficies vivas e 
inertes.  
Tipo de Muestra 
No. 
Muestras 
PCR B1 
Positivas 
Total 
Muestras 
% 
Positivas 
IC 95% 
     
Carne de pollo 0 9 0,0% - 
Carne de res 1 12 8,3% 3,7% - 23,9% 
Huevo 0 9 0,0% - 
Agua de grifo 2 10 20,0% 13,4% - 27,8% 
Agua (Preparación 
de jugos) 
2 30 6,7% 5%% - 8,3% 
Lechuga 0 3 0,0% - 
Repollo 0 3 0,0% - 
Pepino 1 9 11,1% 4,2% - 17,9% 
Zanahoria 0 9 0,0% - 
Tomate 0 6 0,0% - 
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Jugo de banana 0 6 0,0% - 
Jugo de guayaba 1 12 8,3% 3,7% - 23,9% 
Jugo de mango 0 6 0,0% - 
Jugo de tomate de 
árbol 
0 6 0,0% - 
Superficies inertes 
(Cuchillo, tabla de 
picar, cuchilla 
licuadora) 
3 52 5,8% 4,9% - 6,6% 
Superficies vivas 
(manos) 
3 31 9,7% 7,8% - 11,5% 
 
Tabla 5. Frecuencia de ADN de T. gondii encontrado en muestras de 
alimentos (Carne, huevo, vegetales, agua y jugo) y en superficies vivas e 
inertes por restaurante escolar en la ciudad de Armenia. 
Restaurante 
No. 
Muestras 
PCR B1 
Positivas 
Total 
Muestras 
Porcentaje 
Positivas 
% 
IC 95%  
1 0 24 0% - 
2 1 22 4,5% 2,6% - 6,3% 
3 5 25 20% 16,8% - 23,1% 
4 2 21 9,5% 0% - 22% 
5 0 20 0% - 
6 0 19 0% - 
7 0 18 0% - 
8 1 23 4,3% 2,5% - 6% 
9 1 20 5% 2,8% - 7,1% 
10 3 21 15% 11,8% - 18,3% 
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Tabla 6. Distribución de muestras de alimentos y superficies vivas e inertes 
positivas obtenidas en los restaurantes escolares. 
 Restaurantes escolares  
Tipo de 
muestra 
2 3 4 8 9 10 n/N (%) 
Carne de 
res 
Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo 1/13 
(7,6%) 
Vegetal 
pepinp 
Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo 1/13  
(7,6%)  
Agua de 
grifo 
Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo 2/13 
(15,4%) 
Agua 
hervida 
para jugo 
Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo 2/13 
(15,4%) 
Jugo de 
guayaba 
Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo 1/13 
(7,6%) 
Superficie 
Inerte 
Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Negativo 2/13 
(15,4%) 
Superficie 
Viva 
Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 4/13 
(30,8%) 
n/N (%) 1/13 
(7,6%) 
5/13 
(38,5%) 
2/13 
(15,4%) 
1/13 
(7,6%) 
1/13 
(7,6%) 
3/13 
(23%) 
13/13 
(100%) 
 
5.2. Estandarización de técnicas. 
Estandarización de la curva de amplificación en qPCR para la secuencia RE 
y B1 de T. gondii. 
Luego de realizar la cuantificación de ADN a partir de 10.000 ooquistes de T. 
gondii extraído con el estuche de Qiagen, se encontró, una concentración de 
ADN de 1,464 ng/µL (1.464.000 fg/µL) cuantificada por espectrofotometría en 
el equipo EPOCH (Biotek-EE.UU). Posteriormente se hizo una dilución 1:2 
para obtener una concentración aproximada de 732.000 fg/µL (equivalente a 
aproximadamente 5.000 ooquistes) y se hicieron 6 diluciones seriadas 1:5 
hasta obtener una concentración mínima de 9,376 fg/µL (Tabla 7). 
Posteriormente, fue sometido a amplificación por qPCR para la secuencia RE 
y B1 de T. gondii. Cada dilución de ADN fue amplificado por triplicado, 
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obteniendo un Ct mínimo de 25,53 para la secuencia RE de ADN de 
aproximadamente 5.000 ooquistes y un Ct máximo de 34,83 de ADN de 
aproximadamente 8 ooquistes (Tabla 7). Mientras que, para la secuencia B1 
se obtuvo un Ct mínimo de 30,59 de aproximadamente 5.000 ooquistes y un 
Ct máximo de 36,88 de aproximadamente 8 ooquistes (Tabla 7 y Figura 3). 
Adicionalmente, se obtuvo un R2 de 0,88 y una eficiencia de 83,6% para la 
secuencia RE y un R2 de 0,81 y una eficiencia >100%  para la secuencia B1. 
 
Tabla 7. Detección de 7 diluciones seriadas 1:5 de ADN de T. gondii a partir 
de 5000 ooquistes para la secuencia RE y B1 en qPCR. 
N. 
ooquístes 
inoculados 
N. 
ooquístes 
por 
reacción 
Concentración 
de ADN (fg/µL) 
X̅Ct RE X̅Ct B1 
5000 250 732000 25,53 30,59 
1000 50 29000 28,03 31,43 
200 10 5860 30,77 32,89 
40 2 1172 34,98 36,54a 
8 0,4 234,4 34,83a 36,88a 
1,6 0,08 46,88 ND ND 
0,32 0,016 9,376 ND ND 
Ct: Ciclo que sobrepasa el umbral 
ND: No detectado 
a: Una única amplificación del triplicado 
X ̅: Promedio 
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Figura 3. Comparación de la secuencia RE y B1 amplificadas. Promedio 
del ciclo umbral (Ct: Cycle threshold) para diferentes concentraciones de 
ADN de ooquístes de Toxoplasma gondii  en PCR en tiempo real por 
reacción en dos diferentes blancos (RE y B1).  
Límite de detección de la PCR convencional para la secuencia B1 y PCR en 
tiempo real para la secuencia B1 y RE de T. gondii. 
Al realizar la extracción de ADN de T. gondii con el estuche de Wizard y 
amplificar, por triplicado, la secuencia RE por medio de PCR en tiempo real, 
se encontraron amplificaciones a partir de 1 ooquiste con un Ct de 35,7. 
Además, se obtuvieron muestras positivas en todos los triplicados a partir de 
1, 5, 10 y 50 ooquistes (Tabla 8). Luego, al realizar la extracción de ADN con 
el estuche de Qiagen, se lograron similares resultados, pero esta vez, el Ct 
obtenido a partir de 1 ooquiste, fue de 34,5. También, se obtuvo muestras 
positivas en todos los triplicados a partir de 1, 5, 10 y 50 ooquistes (Tabla 8). 
Al realizar la extracción de ADN de T. gondii con el estuche de Wizard y 
amplificar, por triplicado, la secuencia B1 por medio de PCR en tiempo real, 
se encontraron amplificaciones a partir de 5 ooquistes con un Ct de 37,7. 
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Además, se obtuvo muestras positivas en todos los triplicados a partir de 10 
y 50 ooquistes (Tabla 8). Luego, al realizar la extracción de ADN con el 
estuche de Qiagen, se obtuvieron amplificaciones a partir de 1 ooquiste, con 
un Ct de 36. Adicionalmente, se obtuvo muestras positivas en todos los 
triplicados a partir de 1, 5, 10 y 50 ooquistes (Tabla 8). 
 
Evaluación de inhibición de PCR en tiempo real para la secuencia RE y B1 
asociada a lechuga (Latuca sativa var. iceberg) y repollo (Brassica olareacea  
var. capitata) utilizando para la extracción de ADN el estuche de Wizard. 
Para la secuencia RE de T. gondii se encontraron amplificaciones por PCR 
en tiempo real a partir de ADN extraído de un ooquiste con el estuche de 
Wizard en medio concentrado de lechuga y repollo, aunque solo se obtuvo 
en una muestra positiva del triplicado realizado. Por otro lado, cuando se 
puso a prueba la reacción con la secuencia B1 se encontraron 
amplificaciones a partir de cinco ooquistes tanto en medio concentrado de 
lechuga como en repollo. Sin embargo, existió una muestra de 10 ooquistes 
inoculados en medio concentrado de lechuga en la cual no se obtuvo 
amplificación (Tabla 8). 
 
Evaluación de inhibición de PCR en tiempo real para la secuencia RE y B1 
asociada a lechuga (Latuca sativa var. iceberg) y repollo (Brassica olareacea  
var. capitata) utilizando para la extracción de ADN el estuche de Qiagen. 
Para la secuencia RE de T. gondii se encontraron  amplificaciones a partir de 
ADN, extraído con el estuche de Qiagen, de 1 ooquiste por PCR en tiempo 
real en medio concentrado de lechuga y repollo con cada uno de su triplicado 
positivo. Por otro lado, cuando se puso a prueba la reacción con la secuencia 
B1 se encontraron amplificaciones a partir de un ooquiste para la secuencia 
RE y a partir de cinco ooquistes para la secuencia B1, aunque, en esta 
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prueba, todos los triplicados fueron positivos. Sin embargo, existió una 
muestra de 10 ooquistes inoculados en medio concentrado de lechuga en la 
cual no se obtuvo amplificación (Tabla 8). 
 
Tabla 8. Resultados obtenidos en medio concentrado inoculado. 
 Estuche Qiagen Estuche Wizard 
Medio 
concentrado 
No. De 
ooquístes 
inoculados 
Cantidad 
aproximada 
ADN fg 
Ct RE 
 
Ct B1 
 
Ct RE 
 
Ct B1 
 
Solución 
salina 0,9% 
1 146,5 34,5 36 35,7 ND 
5 732,5 30 32,5 34,9 37,7a 
10 1465 32,8 35 32,1 35,7 
50 7.325 27,9 32,3 31,5 36 
Lechuga 
1 146,5 32,8 36,4 35,9a ND 
5 732,5 29,9 33,6 31,9 34,7 
10 1465 31,1 34,3 33,2 ND 
50 7.325 30,3 35,2a 32,9 34,4 
Repollo 
1 146,5 35,9 ND 37a ND 
5 732,5 30,4 33,3 33,8 33,3 
10 1465 31 35,4 35,7 36,2 
50 7.325 31,3 31,3 30,9 36 
Control RH 5000 
células 
 26,4 28,6 26,4 28,04 
 
Límite de detección y evaluación de inhibición de la PCR convencional para 
la secuencia B1 T. gondii a partir de ADN extraído con el estuche de Wizard 
y Qiagen.  
Al realizar la extracción de ADN utilizando el estuche de Wizard Genomics de 
Promega (USA), las amplificaciones de la secuencia B1 (aproximadamente 
96 pb) empezaron a ser visualizadas, en gel de agarosa al 1,5% luego de la 
electroforesis, a partir de la extracción de ADN de cinco ooquistes de T. 
gondii inoculados en 200 µL de PBS 1X. Lo mismo ocurrió, cuando la 
extracción de ADN se realizó con el estuche de extracción de ADN Qiagen 
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(Tabla 9). Por otro lado, cuando se realizó la evaluación de inhibición de la 
amplificación en medio concentrado de lechuga, se logró visualizar 
amplificaciones a partir de cinco ooquistes con ambos estuche de extracción. 
Luego, en medio concentrado de repollo, únicamente se logró obtener 
amplificaciones desde este mismo número con el estuche de Qiagen, pues 
con el estuche Wizard las amplificaciones se visualizaron a partir de 10 
ooquistes. Sin embargo, cuando se adicionó BSA a la reacción de PCR en 
concentraciones de este a 200, 400 y 800 ng/µL, las muestras no 
amplificadas se lograron visualizar indicando que el límite de detección podía 
ser aumentada a un ooquiste en solución salina y un ooquiste en medio 
concentrado de lechuga cuando se utilizó el estuche de Qiagen y a un 
ooquiste en medio concentrado de repollo cuando se utilizó el estuche de 
Wizard. Así mismo, muestras que previamente habían sido reportadas 
negativas (75% de muestras con estuche Wizard y 83% de muestras 
obtenidas con Qiagen), lograron ser amplificadas (Tabla 9). Así, la 
concentración de 400 ng/µL de BSA permitió mejorar el límite de detección y 
permitió la amplificación de un mayor número de muestras reportadas 
negativas, por lo cual, esta concentración fue utilizada para todas las 
reacciones de PCR anidada para la secuencia B1 de T. gondii. El control 
positivo usualmente utilizado fue ADN de T. gondii de la cepa RH a partir de 
aproximadamente 10.000 parásitos por mililitro. 
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Tabla 9. Ooquistes de T. gondii cepa ME49 inoculados y ADN extraído a 
partir de 1, 5, 10 y 50 ooquistes utilizando el estuche de Wizard (Promega) y 
Qiagen), amplificadas por PCR clásica para la secuencia B1. 
 
  
PCR B1 
No. De 
ooquistes 
Concentración 
aproximada 
de ADN 
(fg/µL) Medio  Wizard  Qiagen 
1 
29,3 Solución 
salina - +
b
 
1 
29,3 
Lechuga - +
c
 
1 
29,3 
Repollo +
a
 - 
5 
146,5 Solución 
salina + + 
5 
146,5 
Lechuga + + 
5 
146,5 
Repollo - + 
10 
293 Solución 
salina + +
c
 
10 
293 
Lechuga + +
b,c
 
10 
293 
Repollo + - 
50 
1.465 Solución 
salina + + 
50 
1.465 
Lechuga + + 
50 
1.465 
Repollo +
a,b
 + 
 
Muestras positivas luego de agregar BSA en concentraciones de (a) 200; (b) 
400 y (c) 800 ng/µL. 
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5.3. Evaluación de inhibición de la PCR en tiempo real asociado a 
muestras. 
Con el fin de evaluar si existía o no inhibición en la reacción de PCR en 
tiempo real para la secuencia RE y B1 dada en muestras de los restaurantes 
escolares que resultaron positivas por PCR convencional para la secuencia 
B1 y negativas por PCR en tiempo real. 
Todas las muestras positivas (obtenidas de los restaurantes escolares) por 
PCR convencional anidada para la secuencia B1 de T. gondii, con excepción 
de la muestra de carne, resultaron positivas por PCR en tiempo real para la 
secuencia RE y B1, sin una diferencia significativa entre los Cts de los 
amplificados (RE Cts: 30,8±0,7; B1 Cts: 34±1,1). La muestra de ADN de 
carne que fue sometida a amplificación por PCR en tiempo real fue montada 
en electroforesis en gel de agarosa sin lograr visualizar ningún tipo de 
amplificado. 
      
5.4. Encuestas para manipuladores de alimentos y evaluación de 
aspectos higiénicos y sanitarios. 
Análisis descriptivo de encuestas realizadas a manipuladoras/es. 
Se llenaron un total de 28 encuestas por los manipuladores/as de los 
restaurantes escolares. El 100% de los encuestados contestaron lavarse 
más de tres veces las manos durante la preparación de alimentos. El 100% 
se lava las manos después de la manipulación de productos cárnicos. El 
64,3% limpian y desinfectan las superficies con hipoclorito y jabón, mientras 
que el 35,7% los hacen con solo jabón. El 64,3% contestaron limpiar y 
desinfectar los implementos de cocina con hipoclorito y jabón, el 32,1% con 
solo jabón y el 3,6% con solo hipoclorito. El 46,4% dijeron cambiar la esponja 
del lavaplatos mensualmente, el 21,4% una vez a la semana, el 21,4% cada 
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vez que fuese necesario y el 10,8% más de una vez por semana. El 100% 
contestaron que las neveras son lavadas semanalmente. El 85,7% realizan la 
limpieza de la cocina antes y después de procesar los alimentos, mientras 
que el 14,3% después de procesar los alimentos. El 100% usan tabla de 
picar  de plástico para los vegetales. De la misma manera ocurrió para los 
alimentos cárnicos. El 60.7% indicaron utilizar tablas de picar diferentes para 
los vegetales y la carne, mientras que el 29,3% indicaron usar la misma tabla 
de picar. El 89,3% de los encuestados indicaron lavar los vegetales con agua 
cruda o de grifo, mientras que el 10,7% utilizaban el hipoclorito diluido en 
agua para lavarlos. El 100% indicaron utilizar la fruta sin procesar para la 
preparación de jugos. El 100% utiliza agua hervida para la preparación de los 
jugos. El 67,9% almacenan los vegetales a una temperatura menor o igual a 
18 °C, mientras que el  32,1% los almacenan a una temperatura mayor a 18 
°C (temperatura tomada con termómetro de sonda). El 53,6% almacenan la 
carne a una temperatura menor o igual a -10 °C, mientras que el 46,4% a 
una temperatura mayor a -10 °C (temperatura tomada con termómetro de 
sonda). El 89,3% utilizan gorro y tapabocas como implementos de 
bioseguridad, mientras que el 10,7% utilizan guantes, gorro y tapabocas. El 
89,3% indicaron que el material de los recipientes de almacenamiento de los 
alimentos era de plástico y el 10,7% indicaron que el material era de 
aluminio. El 57,1% indicaron que existía tanque de reserva en el restaurante, 
mientras que el 42,9% indicaron no contar con tanque de reserva. El 67,9% 
indicaron que los mesones de la cocina eran de cemento, 21,4% de acero 
inoxidable y el 10,7% de baldosa. El 78,6% indicaron que el suelo de la 
cocina era de cemento, mientras que el 21,4% indicaron que era de baldosa. 
El 81,5% de los encuestados contestaron recibir capacitación 2 o más veces 
al año y el 18,5% menos de 2 veces al año. El 78,6% tenían uno o más años 
de experiencia laboral y el 21,4% menos de un año de experiencia laboral. 
Finalmente, el 50% de los encuestados indicaron haber alcanza secundaria, 
el 46,4% primaria y el 3,6% ninguna escolaridad alcanzada.  
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5.5. Análisis estadísticos. 
Correlación de variables encuestadas en comparación con la presencia de 
ADN de T. gondii. 
Luego de cruzar todas las respuestas (cuando existía diferentes tipos de 
respuesta por cada pregunta) obtenidas en las encuestas de los 
manipuladores con la prevalencia de ADN de T. gondii obtenida en los 
alimentos no se encontró alguna correlación estadísticamente significativa. 
De igual modo, no se encontró al cruzar el tipo de alimento o muestra 
obtenida con la prevalencia de ADN de T. gondii. Sin embargo, cuando se 
cruzaron las variables de “material del piso de la cocina”, “experiencia laboral 
de los manipuladores” y “restaurantes”,  con la prevalencia, se encontró una 
correlación estadísticamente significativa (p<0,05) con p=0,01; p=0,0006; y, 
p=0,027 respectivamente (Tabla 10).  
Tabla 10. Prueba de Ji cuadrado para encontrar o no correlación entre las 
variables encuestadas y presencia o ausencia de ADN de T. gondii por PCR 
para la secuencia B1. 
Variables vs Muestras  
PCR B1 
P-Valor 
X2 (95%) 
Presenta 
(p<0,05) o No 
presenta  
(p>0,05) 
correlación 
Material del piso de la 
cocina 
vs Muestras  
PCR B1 
0,01 
Correlación 
Experiencia laboral de 
los manipuladores  
vs Muestras  
PCR B1 
0,0006 
Correlación 
Utiliza diferente tabla 
de picar para 
vegetales y carne 
vs Muestras  
PCR B1 0,85 
No correlación 
Materiales de limpieza 
y desinfección de 
superficies 
vs Muestras  
PCR B1 0,06 
No correlación 
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Materiales de limpieza 
y desinfección de 
implementos de 
cocina 
vs Muestras  
PCR B1 
0,27 
No correlación 
Frecuencia con la que 
cambia la esponja del 
lavaplatos 
vs Muestras  
PCR B1 0,09 
No correlación 
Momento de 
realización de la 
limpieza de la cocina  
vs Muestras  
PCR B1 0,25 
No correlación 
   
 
 
Agua con la que lava 
los vegetales 
vs Muestras  
PCR B1 
0,25 
No correlación 
Temperatura de 
almacenamiento de 
vegetales (°C) 
vs Muestras  
PCR B1 0,62 
No correlación 
Temperatura de 
almacenamiento 
cárnico 
vs Muestras  
PCR B1 0,2 
No correlación 
Implementos de 
bioseguridad que 
utiliza 
vs Muestras  
PCR B1 0,18 
No correlación 
Material de recipientes 
para almacenar la 
comida preparada 
vs Muestras  
PCR B1 0,18 
No correlación 
Tanque de reserva vs Muestras  
PCR B1 
0,71 
No correlación 
Material de los 
mesones de la cocina 
vs Muestras  
PCR B1 
0,78 
No correlación 
Frecuencia con la que 
recibe capacitación al 
año 
vs Muestras  
PCR B1 0,92 
No correlación 
Escolaridad alcanzada vs Muestras  
PCR B1 
0,49 
No correlación 
Tipo de muestra vs Muestras  
PCR B1 
0,59 
No correlación 
 
Al realizar la prueba para el Coeficiente V de Cramer, en las variables que 
poseían correlación según la prueba Ji cuadrado con la presencia o ausencia 
de ADN de T. gondii, se encontró que el grado de asociación fue bajo, entre 
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0,16 a 0,29; donde el valor más cercano a 1 indica alto grado de asociación 
(Tabla 11). 
Tabla 11. Coeficiente V de Cramer para la presencia o ausencia de ADN de 
T. gondii y variables encuestadas correlacionadas por la prueba Ji cuadrada.  
PCR B1 vs V Cramer 
Material del piso de la cocina 0,1606 
Experiencia laboral de los 
manipuladores  
0,2357 
6. Discusión 
 
Este es el primer estudio en detectar la presencia de ADN de Toxoplasma 
gondii en muestras de alimentos, en la superficie de la palma de la mano de 
operarios o manipuladores y en superficies inertes, relacionados con la 
preparación de alimentos, en este caso rallador, cuchillo para cortar 
vegetales y tabla de picar vegetales, de restaurantes escolares. 
Recientemente se reportó la presencia de ADN de Toxoplasma en cajeros 
automáticos y queda por establecer su potencial contaminante (44). En total 
13 (6,1%) muestras de ADN resultaron positivas por PCR convencional para 
la secuencia B1, y de estas, 7/13 (53,8%) pertenecían a alimentos, 3/13 
(23,07%) de superficies vivas y 3/13 (23,07%) superficies inertes. Este 
resultado indica un potencial riesgo para los usuarios de los restaurantes 
escolares, la población infantil, ya que, los alimentos son una de las 
principales y mayores fuentes de transmisión de la infección de T. gondii 
(45). 
Cuando se evaluó la presencia de inhibidores que pudieran estar inhibiendo 
el proceso de PCR en tiempo real para la secuencia RE y B1 de T. gondii, se 
encontró que las muestras de ADN extraídas de carne, probablemente se 
encuentran inhibiendo la actividad de la polimerasa o la polimerasa y las 
sondas. En experimentos por PCR en tiempo real para evaluar la presencia 
de inhibidores que se obtienen en la extracción de ADN de carne de res, se 
ha encontrado que con el estuche de Wizard se obtiene una alta presencia 
de inhibidores en comparación con la extracción de ADN realizada con el 
estuche de Qiagen (46). En ese mismo estudio, en la extracción de ADN 
realizada con ambos estuches, se utilizaron entre 20 mg a 25 mg de tejido, 
mientras que, en nuestro estudio, se emplearon 5 g (5.000 mg) para la 
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extracción de ADN con el estuche de Wizard. Lo cual, podría indicar aún 
mayor presencia de inhibidores. 
En carne de res se encontraron 1/12 (8,3%) muestras positivas, lo cual se 
considera bajo en comparación con las 16/20 (80%) encontradas en la 
ciudad de Armenia en el año 2007 (18), las 11/40 (27,5%) en Sincelejo en el 
año 2014 (24), las 22/60 (36,6%) en el eje cafetero en el año 2015 (25) y 
14/40 (35%) en Armenia en el año 2015 (17). Aunque, las reses son 
descritas como pobres hospederos de T. gondii y de limitada importancia en 
la epidemiología de la toxoplasmosis (47), una baja prevalencia no es 
observada en Europa y Sur América (48), incluso, según Opsteegh y 
colaboradores (49), proponen un modelo en el cual la carne de res infectada 
es responsable del 67,6% de infección humana por consumo de carne. La 
PCR es una útil manera de identificar la presencia de ADN de T. gondii en 
carne (probablemente tejido quístico), además, evaluar una mayor cantidad 
de tejido y concentrar el ADN del parásito podría aumentar la probabilidad de 
encontrar amplificaciones por PCR (50). 
De acuerdo a la opinión de varios autores, para evitar la viabilidad de T. 
gondii en tejido de carne de cerdo, res, ternero y cordero se deben cocinar 
los cortes por lo menos a 65,5°C por tres minutos; mientras que, la carne 
molida a 71,1°C o más, y la carne de aves a 73,9°C o más (51). Los 
procedimientos en la cocina involucran una combinación de tratamientos que 
podrían ser implementados para evitar la infectividad por parte de la carne 
como procedimientos de congelación a -20°C, que es una de las opciones de 
manejo del riesgo más práctica (23,52).   
El mayor número de muestras positivas por PCR pertenecían a muestras de 
agua 5/13 (38,4%), así 2/30 (6,6%) de agua hervida para la preparación de 
jugos, 2/20 (20%) agua de grifo y 1/12 (8,3%) de jugo. De forma particular, 
en los restaurantes donde se encontraron muestras positivas para jugo 
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(restaurante 3), siendo este el primer reporte de detección de ADN de T. 
gondii en jugo de guayaba, se encontró muestras positivas para agua hervida 
y agua de grifo, lo cual podría sugerir una posible ruta de contaminación. 
Comparando con estudios realizados en la región, la prevalencia encontrada 
en muestras en agua de grifo de 2/10 (20%) es menor que la encontrada por 
Triviño y colaboradores, en el 2016 (19), en muestras de agua de grifo de los 
hogares en la ciudad de (37,5%). Algo muy particular, fue haber encontrado 
muestras positivas en agua hervida, y aunque es probable que al alcanzar 
temperaturas mayores a 60°C por al menos un minuto (53) y que la PCR no 
puede demostrar la infectividad, es un buen indicador del nivel de exposición 
de agua para consumo humano a protozoos parásitos (54). 
Aunque el nivel de contaminación no es usualmente conocido, algunas 
medidas pueden ayudar a prevenir la infección de T. gondii a través del 
agua. Las personas deberían de evitar la ingestión de agua sin tratar, 
incluso, durante actividades de recreación. Si esta agua no tratada es fuente 
principal de consumo, se debe filtrar con filtros con poros no mayores a 1 µm 
o hervir el agua para eliminar el parásito. Los tratamientos con cloro no 
inactivan T. gondii. Sin embargo, la tintura de yodo al 2% puede inactivar el 
parásito al ser expuesto por 3 horas. Cuando existen gatos alrededor de las 
fuentes de agua, el acceso debe ser restringido (55). 
Estudios realizados con el fin de detectar T. gondii en matrices de vegetales 
y frutas para consumo humano han sido realizados desde Lass y 
colaboradores en el 2012 (27), y luego en el año 2016 (32,34), 
considerándose reciente este tema en particular. En el presente trabajo, se 
encontró 1/9 (11,1%) muestra positiva por PCR convencional para la 
secuencia B1 en vegetal de pepino y 1/30 (3,3%) del total de vegetales 
muestreados (zanahoria, lechuga, pepino y tomate). Considerándose un 
porcentaje menor al encontrado por Lass y colaboradores (27) quienes 
encontraron 9/50 (18%) en lechuga y 9/46 (19,5%) en zanahoria; y mayor al 
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encontrado por Lalonde y colaboradores (34), en donde de 1171 muestras 
vegetales encontraron solo 3 (0,26%). De igual manera, Marchioro y 
colaboradores (32) encontraron un porcentaje menor, al encontrado en 
nuestro estudio, de 1/62 (0,6%) en lechuga lisa y 4/106 (3,7%) en lechuga 
variedad iceberg. Aunque en ninguno de estos estudios se detectó ADN de 
T. gondii en muestras vegetales de pepino.  
Según El-Tras y colaboradores (52), agregar agua caliente a 65°C por 1 
minuto en los vegetales, deja inviable los ooquístes de T. gondii, sin 
embargo, los vegetales resultan parcialmente marchitados y pierden textura. 
Por otro lado, en este mismo estudio, utilizar solución de vinagre (300 mL por 
1 L de agua, pH 4,2) a 45°C es una efectiva alternativa para dejar inviables 
estos parásitos sin afectar la textura de los vegetales.  
Se tomó la decisión de evaluar las muestras de huevo porque estos pueden 
ser considerados una potencial fuente de infección de T. gondii. 
Experimentalmente, infección inducida en gallinas resulto en el aislamiento 
de T. gondii en huevos crudos (56). Sin embargo, huevos de aves de corral 
criadas muestran ser virtualmente libres de T. gondii, y los taquizoitos son 
susceptibles a calentamiento y concentraciones de sales; por lo tanto, 
cualquier tipo de preparación podría eliminar los taquizoitos (5). Pero, en este 
estudio, no se encontró ninguna muestra de huevo positiva para ADN de T. 
gondii. 
Las muestras de superficies inertes positivas por PCR, rallador de vegetales, 
cuchillo para cortar vegetales y tabla de picar vegetales, representaron un 
1,4% del total de muestras obtenidas, el 5,8% de las muestras inertes en 
total obtenidas y un 23,07% de las muestras positivas para ADN de T. gondii. 
Un estudio mostró, que quienes lavaban los cuchillos infrecuentemente 
podrían incrementar el riesgo de infección. (57). El tratamiento térmico es el 
método más seguro de inactivar el parásito, mientras que la seguridad 
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alimentaria depende en gran medida de los manipuladores de los alimentos 
(23). Se ha demostrado un que seguir medidas de prevención tales como 
lavar las manos luego de manipular la carne cruda, lavar los utensilios que 
tienen contacto con la carne cruda, lavar las frutas y vegetales antes de ser 
consumidos y evitar contacto con herramientas o utensilios contaminados 
con heces de gatos disminuye el riesgo de infección (58). Sin embargo, al 
encuestar los manipuladores, se encontró, que aunque el 100% de estos se 
lavaban las manos luego de manipular productos cárnicos, los métodos de 
desinfección utilizados, como el uso del jabón, no serían suficientemente 
eficientes contra el parásito y cerca del 30% indicó usar la misma tabla de 
picar al manipular productos cárnicos y vegetales. Adicionalmente, cerca del 
90% utilizaba agua cruda para lavar los vegetales, lo cual, podría permitir 
una contaminación cruzada entre agua, vegetales y utensilios de 
manipulación de estos. Así, podría ser probable, que en el restaurante 3 y 10 
al tener agua de grifo contaminada, agua con la cual se lavan los vegetales y 
utensilios de cocina, pueda estar relacionado con el hecho de que las 
superficies inertes o utensilio de cocina, que tuvieron contacto con estos 
vegetales, resultaran contaminados.  
En este estudio, las superficies vivas PCR B1 positivas tuvieron el segundo 
mayor porcentaje entre las muestras con presencia de ADN del parásito, con 
3/13 (23,07%), 3/31 (9,7%) del total de muestras de superficies vivas 
obtenidas y representan el 1,4% de las 213 muestras totales obtenidas. 
Aunque el contacto con carne cruda o no procesada se sospecha es una de 
las principales fuentes de infección que lleva a contaminación de las manos 
(23), dos de estas muestras positivas provienen de restaurantes en donde la 
proteína del menú del día era huevo y no productos cárnicos, por lo cual, la 
contaminación cruzada podría provenir de otra fuente como el agua, ya que 
en estos restaurantes, se encontraron muestras positivas en esta matriz. El-
Tras y colaboradores en el 2012 (52) encontraron que existía diferencia 
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estadísticamente significativa entre la seroprevalencia de anticuerpos anti-T. 
gondii en mujeres amas de casa que utilizaban guantes para cocinar y 
quienes no utilizaban guantes, teniendo un menor porcentaje quienes usaban 
guantes. En las encuestas obtenidas, encontramos que el 89,3% de las/los 
manipuladores no utilizaban guantes para cocinar, mientras que, solo el 
10,7% si los utilizaban, en relación a esto, en donde se utilizaron guantes no 
se encontraron muestras positivas en ninguna de las muestras tomadas. Por 
lo cual, la adecuada utilización de guantes (lavándolos o cambiándolos 
después de manipular cada tipo de alimento) podría, no solo proteger a 
manipuladores de alimentos contra la contaminación e infección de T. gondii 
al manipular alimentos cárnicos (59,60), sino también, contra otras fuentes de 
contaminación como el agua de grifo y los vegetales crudos o no tratados. 
Luego de realizar el análisis estadístico con Ji cuadrado se encontró una 
correlación con “el tipo de suelo” existente en la cocina de los restaurantes 
escolares. El 80% de los restaurantes escolares tenían el material de piso de 
la cocina en baldosa y se encontraron muestras positivas para ADN de T. 
gondii en 50% de estos. Mientras que, en el 20% de los restaurantes 
restantes, donde el material del piso de la cocina era cemento o concreto, se 
encontró muestras positivas en el 100% de estos. El suelo es uno de los 
principales reservorios de transmisión de T. gondii. Las heces de los gatos 
pierden su olor, color y consistencia, y otras características, en 
aproximadamente dos semanas en la mayoría de tipos de suelo; sin 
embargo, ooquístes viables pueden ser recuperados 18 meses después (61). 
Esto, podría provocar que no se evidencie el ambiente contaminado, pues, la 
materia fecal de los gatos en suelo de tierra compacta puede ser 
relativamente invisible debido al similar color entre la tierra y las heces. En 
contraste, en suelo de tierra suelta, los gatos pueden cubrir el depósito fecal, 
y en suelo de madera, o lisos, las heces pueden ser notadas y removidas 
(62). Por lo tanto, el contacto con el suelo es una aproximación de posible 
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ingestión de ooquístes. Así, la seroprevalencia en humanos ha sido asociada 
con suelo de tierra (62) y en cocinas con suelo en material de cemento o 
concreto (61). También, encontramos que tal contaminación también puede 
extenderse a través del suelo u otras superficies a través del caminado 
aerolizando partículas infecciosas a una altura en la que sería posible la 
respiración y contacto de los humanos (63). Por lo cual, Rashid y 
colaboradores (63), sugieren que la desinfección efectiva y limpieza de 
suelos y de suela de zapatos podrían impactar directamente en la generación 
de estos aerosoles. Sin embargo, se ha demostrado que utilizar hipoclorito 
de sodio al 5,25%, altas concentraciones de cloro y ozono no son totalmente 
efectivos para inactivar los ooquístes de T. gondii (64,65). Por lo cual, nuevos 
métodos de desinfección deben ser analizados.    
La correlación estadísticamente significativa por Ji cuadrado entre la 
presencia/ausencia de ADN de T. gondii y la experiencia laboral de las/los 
manipuladores,  podría estar relacionada con el hecho de falta de 
capacitación para la preparación de alimentos de los manipuladores. En 
Colombia, se ha indicado que de 1.522 manipuladores, solo el 64% han 
recibido capacitación, y que el no recibirla, puede influir en actividades en la 
cocina como no tapar el agua una vez hervida, no lavar las hortalizas y frutas 
con agua potable, lo cual sucedió con el 90% de los encuestados en nuestro 
estudio; malas prácticas de manufactura (en el mismo lugar colocar materias 
primas y productos terminados), no rotular los recipientes para almacenar 
alimentos o materias primas, no almacenar la carne en porciones, no 
descongelar lentamente, dejar alimentos cocidos a temperatura ambiente por 
más de una hora sin protección, el no uso de uniformes adecuado, no usar 
guantes para lavar utensilios y equipos (66). Además, El uso de mezclas 
inadecuadas para desinfección, como la de agua, cloro y jabón, en la que se 
inactiva tanto el poder detergente del jabón como el desinfectante del cloro, 
evidencia el poco conocimiento de los procesos de limpieza, y la manera 
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empírica y sin verificación en que se realizan, y responde a la poca 
capacitación de los manipuladores (66). 
En la actualidad, 2017, un estudio realizado en Polonia, dio útiles resultados 
concernientes a la detección de ADN de T. gondii en muestras de aire 
ambiental, a través de la aplicación de dos técnicas moleculares: PCR en 
tiempo real y ensayo LAMP; y microscopía óptica. Así, se encontraron 
2/71(3%) muestras positivas y en una de estas se lograron identificar 
ooquístes, generando nuevos conocimientos en epidemiología y posibles 
rutas de transmisión vía respiratoria. Esto indicaría que ooquístes de T. 
gondii podrían flotar en el viento y contaminar el aire. Esto crea un potencial 
riesgo para niños jugando en arena o adultos trabajando en un huerto, no 
solo por el contacto con el suelo, sino también por el aire contaminado 
respirado (67). 
Los resultados obtenidos en la estandarización de la curva de amplificación 
por PCR en tiempo real de la presente investigación utilizando ADN control 
de T. gondii extraído a partir de ooquístes (ME49) mostraron que la 
secuencia RE resultó ser más sensible en comparación con la secuencia B1, 
lo cual, ha sido reportado previamente (38,39,68). Según Taylor y 
colaboradores (69), dependiendo de la polimerasa, se pueden encontrar 
porcentajes de eficiencia entre -50,8% a 337,3% y R2 entre 0,57 a 0,99. Otros 
factores que pueden provocar que los valores de eficiencia den por debajo o 
por encima del 100% está relacionada con la calidad de la muestra o 
problemas de pipeteo (70).  Así, encontramos que los resultados obtenidos 
pueden ser una aproximación como modelo de cuantificación (de ooquístes 
de Toxoplasma gondii).  
En este estudio fue necesario probar ambos blancos de amplificación ya que 
también existen reportes de que la secuencia B1 puede ser mejor blanco de 
amplificación que RE (38,71,72). Además, se ha indicado que el 4,8% de 
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cepas del parásito aisladas a partir de muestras humanas, parte o toda la 
región repetitiva RE se encuentra removida o ausente (71).  
Por otro lado, cuando se realizaron las pruebas de límite de detección y 
evaluación de inhibición de amplificación inoculando 1, 5, 10 y 50 ooquístes 
en solución salina y en muestras concentradas de lechuga y repollo, en 
donde el ADN fue extraído con dos estuches diferentes (Qiagen y Wizard), se 
encontró, que para realizar PCR en tiempo real, ambos funcionaron. Con 
límites de detección desde 1 y 5 ooquistes de T. gnodii. Además, el método 
de extracción con el estuche Qiagen tuvo resultados de límites de detección 
menores dados a que en el proceso de purificación de ADN con el estuche 
Qiagen se utiliza una columna con una membrana de gel de sílice que 
reduce la inhibición en la reacción de PCR en tiempo real o PCR y permite 
mayor sensibilidad y una estimación más precisa de concentración de ADN 
(73). Así, a pesar de que con el estuche de Wizard, según las mediciones por 
espectrofotometría se logran mayores concentraciones de ADN pueden 
quedar impurezas que interfieren en las mediciones (46).  
La evaluación de inhibición de amplificación fue realizada en la matriz 
vegetal, ya que estos inhibidores pueden afectar directamente la ADN 
polimerasa, cambiando la composición del tampón, o uniéndose a los ácidos 
nucleicos.(74). Así, en las plantas se pueden encontrar sustancias 
inhibitorias tales como polisacáridos, pectina, polifenoles, xilano, dextrano y 
sulfato de dextrano (75). Además, matrices como el agua, sedimentos 
acuosos y suelos, que pueden estar en contacto con los vegetales y pueden 
contener sustancias húmicas en donde son conocidas como causa principal 
de que las amplificaciones fallen por su actividad inhibitoria en PCR en 
tiempo real y PCR, probablemente, inhibiendo la actividad de la polimerasa y 
produciendo efectos negativos en la actividad de fluorescencia producida por 
intercalantes (74). 
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Al evaluar el límite de detección e inhibición de la amplificación de la PCR 
convencional para la secuencia B1 de T. gondii, se encontró que esta podría 
detectar desde un ooquiste inoculado en solución salina y en muestras 
concentradas de lechuga y repollo en presencia de BSA (Bovine Serum 
Albumine: Albúmina Sérica Bovina) en diferentes concentraciones, y, así 
mismo, se logró amplificación en muestras que habían tenido resultados 
previos negativos. Jiang y colaboradores en el 2005, encontraron que un 
facilitador de PCR como el BSA en muestras de ADN de origen ambiental, 
mejoró el rendimiento de amplificación, indicando que los inhibidores 
residuales de PCR estaban presentes en ADN, así se demostró que 400 
ng/µL de BSA permite disminuir altamente el impacto de los inhibidores en 
las amplificaciones de PCR (76), la misma concentración que en nuestro 
estudio resultó ser la más efectiva en la producción de amplificados. El BSA 
es una proteína activa en sangre con buena capacidad de unión de 
conocidos inhibidores como bilirrubina y ácidos grasos, ácido húmico y ácido 
fulmínico (69,74,75), ácido tánico, heces, melanina, cloruro de hierro, hemina 
(75). Sidstedt y colaboradores en el 2015 (74) mostraron que el BSA tiene 
grandes efectos en el ácido húmico que causa inhibición en la amplificación, 
probablemente, protegiendo las moléculas de ADN polimerasa al unirse a 
moléculas de ácido húmico. Sin embargo, no encontraron efecto de BSA en 
la disminución de fluorescencia por parte de ácido húmico.  
Al realizar una comparación entre PCR anidada convencional para la 
secuencia B1 y PCR en tiempo real para la secuencia B1 y RE, encontramos 
que la PCR convencional es más sensible que la PCR en tiempo real. En los 
experimentos realizados se encontraron amplificaciones por PCR 
convencional desde 29,3 fg de ADN por reacción en presencia de BSA. 
Mientras que, con qPCR se encontraron a partir de 146,5-732,5 fg de ADN  
por reacción. Aunque, estas mínimas concentraciones de ADN detectadas 
son difíciles de reproducir, la PCR convencional continúa siendo más 
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sensible. Similares resultados se han encontrado en estudios comparativos 
de PCR anidada convencional y PCR en tiempo real tanto en la detección de 
organismos como Mycobacterium tuberculosis (77) y de Histomonas 
meleagridis (78), como, T. gondii (79–81). Por otro lado, existen otros 
estudios con resultados diferentes, donde la PCR en tiempo real resultó ser 
más sensible que la PCR convencional anidada (82–84). Bastien y 
colaboradores, 2008 (85), indican que  esta variación en la sensibilidad de 
las técnicas no solo es debida a la selección de cebadores o el método de 
extracción de ADN, sino también, a los aspectos que tienen que ver con la 
optimización de las técnicas. Así, el total del volumen de la reacción, las 
concentraciones de los reactivos y el volumen de ADN plantilla empleado, 
juegan una función vital en la sensibilidad de la prueba, incluso, el tipo de 
polimerasa y sus propiedades (74) pueden también afectar esta 
característica en la reacción la reacción. 
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7. Conclusiones 
 
En este estudio se detectó la presencia de ADN de T. gondii en muestras de 
carne de res (8,3%), agua de grifo (20%), agua hervida (6,6%) y el primero 
en detectar este ADN en pepino (11,1%), jugo (8,3%), superficies vivas (9,7% 
palma de mano de manipuladores) y superficies inertes (5,8% rallador de 
vegetales, cuchillo para picar vegetales y tabla de picar vegetales). 
El material del piso de las cocinas de los restaurantes escolares y la 
experiencia laboral de los manipuladores se encontraron asociados, de 
manera estadísticamente significativa P<0,05 (0,01 y 0,0006 
respectivamente),  con las muestras positivas para ADN de T. gondii. 
También, la muestra positiva en carne de res en nuestro estudio indica que 
los usuarios del restaurante escolar podrían encontrarse en riesgo de 
infección por esta vía tal como ha sido reportado previamente. 
El blanco RE por PCR en tiempo real y el estuche de extracción Qiagen 
obtienen resultados más sensibles, cuando se aplica en la matriz vegetal se 
cambia profundamente el desempeño de la prueba y la técnica PCR 
convencional para la secuencia B1 con Qiagen y utilizando la BSA obtiene un 
menor límite de detección. 
Los niños de primaria en las escuelas son un grupo importante de 
investigación. Puesto que pueden ser  vulnerables a adquirir el parásito T. 
gondii debido a sus hábitos de jugar en el agua o con el agua, en el suelo, 
alimentos crudos, contacto con mascotas, que incluyen perros, gatos y aves, 
alimentos y consumo de agua no tratada. Considerar que los niños se 
encuentran en riesgo de infección, e iniciar actividades de prevención en esta 
población podría permitir que, en términos de salud pública, el riesgo sea 
minimizado. 
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8. Recomendaciones 
 
 En los experimentos que buscan detectar el ADN de T. gondii a través 
de PCR o PCR en tiempo real para secuencia RE deberían realizarse 
a la par con otras secuencias como B1, ya que, podría darse el caso 
que la secuencia RE se encuentre parcial o totalmente ausente. 
 
 Utilizar otros marcadores de PCR, distintos a RE y B1, podrían permitir 
subtipificar el ADN o encontrar genotipos de T. gondii.  
 
 Utilizar el BSA en concentraciones de 400ng/µL en los procesos de 
PCR convencional que se realicen.  
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9. Trabajo con la comunidad. 
 
Se realizaron charlas en las instituciones con los padres de familia de los 
niños usuarios de los restaurantes escolares (Figura 4).  En estas charlas, se 
explicó detenidamente la importancia del presente proyecto. Así, con la 
ayuda de un folleto (Anexo 3), se habló sobre la importancia del parásito 
Toxoplasma gondii, de su ciclo de vida, de las enfermedades y síntomas que 
puede causar, de quienes podrían ser asintomáticos, de las poblaciones más 
afectadas por el parásito, de las fuentes de infección y su importancia en los 
alimentos, el agua y los hábitos higiénicos de los niños y de juego y de la 
importancia de los gatos. Finalmente, se aclararon dudas y algunos mitos 
sobre el parásito. 
 
 
Figura 4. Charla con los padres de familia de los niños usuarios de los 
restaurantes escolares. 
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10. Socialización en eventos científicos 
 
 Ponencia en el Simposio de Trabajos de Investigación ACCB-
Universidad del Quindío: “Detección de ADN de Toxoplasma gondii en 
muestras de carnes para consumo humano obtenidas en restaurantes 
escolares de la ciudad de Armenia, Quindío, Colombia” 
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 Ponencia en el 52 Congreso Nacional de Ciencias Biológicas: 
Comparación de tres condiciones de extracción de ADN a partir de 
carne para consumo humano (Pollo, Res y Cerdo) 
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 Ponencia en el congreso internacional de la Sociedad Americana de 
Microbiología, que se realizará el mes de Junio de 2018, titulada: 
“Presence of Toxoplasma gondii DNA in food and water of school 
restaurants in Armenia, Quindio, Colombia” 
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 Ponencia en el II Congreso Internacional de Zoonosis y IX Congreso 
Argentino de Zoonosis realizado durante el mes de Junio de 2018. 
Títulada: “Factores higiénico sanitarios asociados a presencia de AND 
de T. gondii en alimentos y agua en restaurantes escolares de 
Armenia, Quindío, Colombia”. 
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 Pasantía en la Universidad de Davis, California, Estados Unidos. Con 
el apoyo y supervisión de la Dra. Karen Shapiro, Dra. Minji Kim, Dra. 
Andrea Packham y Dra. Patricia Conrad, realizada entre el 3 de 
Noviembre al 8 de Diciembre del año 2017 (Anexos 4 y 5). Durante 
esta estadía, se realizó un corto seminario sobre los avances del 
presente trabajo de grado (Figura 5). 
 
 
Figura 5. A) Salón donde se realizó el seminario. B) Grupo de la Dra. Patricia 
Conrad (primera a la izquierda) y la Dra. Karen Shapiro (primera a la 
derecha).
A) 
B) 
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11. Anexos 
Anexo 1. 
ENCUESTA MANIPULADORES ALIMENTOS 
UNIVERSIDAD DEL QUINDÍO 
CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOMÉDICAS 
Proyecto 772 COLCIENCIAS 
 
Identificación de protozoos patógenos en comedores infantiles en la ciudad de 
Armenia 
 
Encuesta No_______ Fecha: _____________________ 
 
Código: __________________ Material Manipulado: _________________ 
Nombre: ________________________________ 
Número de identificación: __________________ 
Fecha de nacimiento: ______________________ 
Teléfono: _______________________________ 
Dirección: _______________________________ 
 
Por favor marque con una X las casillas que correspondan y deje en blanco los 
espacios que no correspondan. 
 
• Frecuencia del lavado de manos durante la preparación de alimentos: Una 
vez___ Dos veces___ Tres veces___ Más de tres veces___ 
 
• Se lava las manos después de la manipulación de productos cárnicos: Si____ 
No____ 
 
• Materiales de limpieza y desinfección de superficies: Hipoclorito___ Jabón___ 
otros____ Cuáles ?________ 
 
• Materiales de limpieza y desinfección de de implementos de cocina: 
Hipoclorito___ Jabón___ otros____ Cuáles ?________ 
 
• Frecuencia con la que cambia la esponja del lavaplatos: Mensualmente____ 
Cada 2 meses___ Cada 3 o más meses____ 
 
• Frecuencia de lavado de la nevera: Semanalmente___ Quincenalmente___ 
Mensualmente___ Más de un mes___ 
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• Momento de realización de la limpieza de la cocina: Antes de procesar los 
alimentos___ Después de procesar los alimentos___ Antes y después de procesar los 
alimentos___ 
 
MANIPULACIÓN 
 
• Material de la tabla de picar vegetales: Plástico___ Madera___ Otros___ 
Cuáles?_____________ 
 
• Material de la tabla de picar carne: Plástico___ Madera___ Otros___ 
Cuáles?_____________ 
 
• Utiliza diferente tabla de picar para vegetales y para carnes: Si____ No____ 
• Agua con la que lava los vegetales: Agua hervida___ Agua cruda___ Agua con 
hipoclorito___ Agua con sal___ Agua con limón___ Otros____ 
Cuáles?______________ 
 
• Tipo de fruta utilizada en los jugos: Pulpa de fruta empacada___ Fruta completa 
sin procesar___ Otros____ Cuáles?______________ 
 
• Agua que utilizan para la preparación de los jugos: De la llave (sin hervir)___ 
Hervida___ Embazada (botella o bolsa)___ Filtrada (ozono):___ De río/quebrada:___ 
 
• Temperatura de almacenamiento de los vegetales: Temperatura Ambiente___ 4 
ºC___ -20 4 ºC Otra____ Cual?___ 
 
• Temperatura de almacenamiento de la carne: Temperatura Ambiente___ 4ºC___ 
-20ºC___ Otra____ Cual?___ 
 
• Implementos de bioseguridad que utiliza: Guantes___ Tapabocas___ Gorro___ 
Otros___ Cuáles? _____ 
 
• Material de recipientes para almacenar la comida preparada: Plastico___ 
Aluminio___ Cerámica___ 
Otros___ Cuáles?______ 
 
• Procedencia de los alimentos: Plaza de mercado___ Supermercado___ Mercado 
ambulante___ Otros ___ Cuáles?_____ 
 
INFRAESTRUCTURA 
 
Tanque de reserva: Si____ No____ 
 
• Veces al año en que se le realiza limpieza y mantenimiento: Ninguna___ 1 
vez___ Más de una vez___ 
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• Material de los mesones de la cocina: Cemento___ Acero inoxidable___ 
Baldosa___ Madera___ Otro___ Cual ____________ 
 
• Material de las paredes y techo de la cocina:  Madera___ Bahareque___ Ladrillo-
cemento____ Plástico-cartón____Otro____Cuál?_______ 
 
• Piso de la cocina: Baldosa____ Madera____ Cemento____ Tierra_______ 
Otro___ Cual?___ 
 
TRAYECTORIA ACADÉMICA Y LABORAL 
 
• Frecuencia con la que recibe capacitación al año: 1 vez al año___ 2 veces al 
año___ 
Más de dos veces al año___ No recibe capacitación___ 
 
• Experiencia laboral de los manipuladores: Menos de un año___ Un año___ Mas 
de un año___ 
 
• Escolaridad alcanzada: Primaria___ Secundaria___ Universitaria___ 
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Anexo 4. 
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Anexo 5.  
 
 
 
Activities Report in UC Davis 
Ovidio Alejandro Zamora Vélez  
November 6th – December 8th  
 
IMS (Immunomagnetic separation) 
For this process a Dynabeads GC-Combo kit was used. It contained Dynabeads anti-
Cryptosporidium, Dynabeads anti-Giardia, Buffer A and Buffer B.  
1. To a flat-sided L-10 tube (special glass test tube) (Figure 1), add 1 mL 10X 
Buffer A, and 1 mL of 10X Buffer B. 
 
Figure 1. Flat-slided L-10 tube. 
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2. To transfer the sample concentrate to the L-10 tube containing the buffer. 
Label the tube (Briefly, making vortex to mix the sample). 
3. Vortex the Dynabeads anti-Cryptosporidium vial for 10 sec. 
4. Thoroughly resuspend the beads by inverting the vial. Add 100 uL Dynabeads 
anti-Cryptosporidium to the L-10 tube. 
5. Vortex the Dynabeads anti-Giardia vial for 10 sec. 
6. Thoroughly resuspend the beads by inverting the vial. Add 100 uL Dynabeads 
anti-Giardia to the L-10 tube. 
7. Affix the L-10 tube to a rotating mixer and rotate at 15-20 rpm for 1 hour at 
room temperature 8 (Figure 2). 
 
Figure 2. Rotating mixer with L-10 tubes. 
8. After rotating for at least 1 hour, remove tube from mixer and place in the 
MPC-1 or MPC-6 with the flat side of the tube facing towards the magnet 
(Figure 1). 
9. Place the magnet side downwards (tube is horizontal and above the magnet) 
(Figure 1). 
10. Gently rock the tube end to end approximately 90°, tilting the cap-end and 
base-end of the tube up and down in turn. Continue the tilting action for 2 
minutes. 
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11. Return the magnet to the upright position. Immediately remove the cap and 
pour off all the supernatant (This supernatant will be taken to find another 
parasites using filter membrane). 
12. Remove the tube from magnet and resuspend sample in 0.4 mL 1X Buffer A. 
Mix gently to resuspend all material in the tube. 
13. Transfer all the liquid from L-10 tube to a labelled 1.5 mL microcentrifuge 
tube. 
14. Repeat steps 12-13 two more times. 
15. Place the microcentrifuge tube into the MPC-S, with magnetic strip in place in 
the vertical position (Figure 3). 
 
Figure 3. MPC-S: Magnetic particle concentrator. 
16. Without removing the microcentrifuge tube from MPC-S, gently tilt the tube 
back and forth 180°. Continue for 1minute with approximately one 180°-tilt 
per sec (Figure 4). 
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Figure 4. MPC-S concentrating the beads from the sample in the tubes. 
17. Immediately aspirate the supernatant from the tube and cap held in the MPC-
S- If more than one samples being processed, conduct three 180° back-and-
forth motions before removing the supernatant from each tube. 
18. Remove magnetic strip from MPC-S. 
19. Add 50 uL of 0.1 M hydrochloric acid (HCl) to the microcentrifuge tube and 
vortex for 10 sec. 
20. Place the tube in MPC-S without magnetic strip in place and allow to stand in 
a vertical position for at least 10 minutes at room temperature. 
21. Vortex for 10 sec. 
22. Ensure that all the sample is at the base of the tube. Place microcentrifuge 
tube in MPC-S. 
23. Insert the magnetic strip in the MPC-S in the tilted position and allow the tube 
to stand undisturbed for a minimum of 10 sec and maximum of 2 minutes 
before proceeding. 
24. Take the 50 uL from the tube and put in a slide (Figure 5).  
25. Repeat 19, 20, 21, 22, 23. 
26. Take the 50 uL and add in the same slide from each sample. 
27. Is already to make stain. 
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Figure 5. Slides used to see in fluorescence microscope the separate parasites from 
the sample.  
 
Oysters experiment 
The oysters experiment was made in two ways: Partial Homogenization and 
Completely Homogenization.  
1. Open the oysters inserting a knife oyster near the hinge. After, slide the knife 
around the oyster and open it (Figure 6).  
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Figure 6. Oyster opened using a special knife. 
2. Cut and take the digestive gland and gills tissues  (Figure 7). Also, take 
hemolymph with a needle puncture in the heart. 
3. To spike make cuts in cross way on the tissue and add the parasites. Leave 
overnight. 
4. Put the digestive gland and gills tissues in homogenizer tube (Figure 8) using 
tweezers and adding 10 mL of Tween 80 0.1%- 
5. To make the partial homogenization, introduce the homogenizer stick and 
press for 3 times and pass through a metallic filter (Figure 9).  
6. To make completely homogenization, introduce the homogenizer stick a lot of 
times until to obtain a homogeneous liquid and pass through a metallic filter 
(Figure 9). 
7. After, to make 4 times washes with 10 mL of Tween 80 0.1% in the 
homogenizer tube and pass through a metallic filter. 
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Figure 8. Parts from an Oyster. https://infovisual.info/en/biology-animal/oyster 
 
Figure 8. Glass homogenizer used to obtain parasites in oysters experiment. 
98 
 
 
Figure 9. The oysters tissue are passing through metallic filter and filling a 50 mL 
centrifuge tube. 
8. Collect all the solution in a 50 mL centrifuge tube (Figure 9). 
9. To concentrate the samples centrifuging the tubes at 3000 rpm x 13-15 
minutes.  
10. Discard the supernatant and leaving around 10 mL of concentrated solution 
for other experiments like IMS or DNA extraction.  
 
Process to obtain oocysts from cat feces 
1. Take 5 grams from cat fecal sample. 
2. Add Tween 80 0.1% solution until the sample is soft mixing with a sterile 
stick. 
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3. Pass through the solution in a metallic filter. It is important to pass the entire 
sample through the filter helping with a stick.  
4. Add more Tween 80 0.1% to obtain 50 mL.  
5. Transfer all de solution in a 50 mL centrifuge tube. 
6. Centrifuge at 1250 g (3000 rpm) x 10 minutes. This first centrifugation is to 
wash the sample. 
7. Discard all the supernatant.  
 Remove all the Tween solution because it could not to leave the 
oocysts float. 
 It is likely the oocysts stay in the top of the pellet. 
8. Add 10 mL of NaCl 1.18 gravity. Mix and transfer to a new 15 mL centrifuge 
tube.  
9. Add NaCl 1.18 gravity until the top of the tube in overflow way (Figure 10). 
 
Figure 10. Cover slip on the top from a 15 mL centrifuge tube with diluted fecal 
sample. It is making superficial tension. 
10. Put a cover slip on the top of the tube. This step has to make carefully, it is 
important the superficial tension. 
11. Centrifuge at 1250 g (3000 rpm) x 10 minutes. 
12. Take the cover slip and put on a slide glass and seeing in microscope. 
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Recovery of Toxoplasma gondii oocysts from spinach sample. 
This process is confidential. The Dr. Karen and her group are writing the paper and 
the data is not published.  
1. Take 10 grams of spinach or green leaf (Figure 11). 
2.  Spike approximately 10 oocysts (using dilution calculous) in 5 uL on the 
surface leaves. This spike has to be in drops in different points from the 
leaves. 
3. Let dry for 2 hours. 
4. Take the leaves and introduce them in a whirl-pak bag. 
5. Add 100 mL of Tween 80 0.1%. 
6. Close the bag very well (Figure 12).  
7. Massage the bag slowly and carefully with both hands and fingers for two 
minutes (Figure 13). 
 
Figure 11. 10 grams of spinach approximately. 
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Figure 12. Whirl pack-bag closed with spinach sample and 100 mL of Tween 80 at 
0.1%. 
 
 
Figure 13. Massage over the whirl pack-bag with spinach sample. 
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8. Transfer the solution to a 50 mL centrifuge tube using pippete. 
9. Centrifuge at 3000 rpm (1250 g) x 15 minutes. 
10. Leave around 10 mL of concentrate. 
11. Transfer to a new 15 mL centrifuge tube.  
12. Centrifuge at 3000 rpm (125 g) x 15 minutes. 
13. Discard supernatant until to obtain 1 mL.  
14. Use this 1 mL for DNA extraction, microscopy or other experiment. 
 
IFAT (Immunofluorescence antibody test) 
1. Pull antigen slides from freezer and thaw to room temp. 
2. Turn table top incubator on and warm to 37°C. 
3. Serially diluite sample in doubling dilutions beginning with 1:40 for serum 
and 1:5 for CSF in PBS, pH 7.4.  
4. Apply 10-15 uL of each dilution to wells on the 12 wells antigen slide (Figure 
14). Reserve the last 2 wells on at least one slide for the positive and negative 
controls. 
5. Incubate in a moist chamber at 37°C for 1 hour. 
6. Rinse slides with tap water and then wash 3 times, for each 5 minutes in PBS. 
7. Tap slides and blot to remove excess moisture. 
8. Apply 10-15 uL of appropriate species-specific secondary antibody 
(conjugated to FITC) at pre-determinates dilution (currently, 1:100 in PBS for 
IgG and 1:50 for IgM). Can add a tiny (~1 uL) amount of Evan’s Blue counter 
stain to antibody dilution tube to help rule out background. 
 
 
Figure 14. Wells antigen slide. 
9. Incubate in a moist chamber at 37°C for 1 hour.  
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10. Rinse slides with tap water and wash slides 3 times, for 5 minutes each in 
PBS. 
11. Tap, blot, and allow slides to air-dry in the dark. 
12. Apply 5 uL mounting media (0.715 g NaHCO3, 0.016 g Na2CO3, 10 mL di 
H2O, QS to 100 mL w/glycerol; pH 8-9) to each well and cover slip. 
13. Examine at 200X using a fluorescence microscope. 
 
Preparing Antigen Slides 
1. Harvesting tachyzoites from cell culture and spin 3000 rpm for 10 minutes at 
room temperature. 
2. Hard pour to discard sup and add 2.5 mL PBS to resuspend pellet. 
3. Needle pass (22ga) 3X in 3 mL seringe. 
4. Filter through a PD-10 Sephadex Column (yields less cell debris) or 5 um 
serynge-tip filter. 
5. Add 20-50 mL of PBS resuspending pellet to proper concentration using a 
turbidity test. 
6. Add 10 uL of suspension to each well on a 12 well slide and let dry in bio 
hood. 
7. Fix each well with 10% neutral buffered formalin for 10 minutes, rinse briefly 
in PBS, and air dry fume hood. 
8. Store in slide boxes in -80°C freezer for long term. 
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